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CD4+-T-Helferzellen sind in großer Zahl in der entzündeten Synovialmembran bei rheumatoider
Arthritis (RA) sowie in Arthritismodellen vorhanden und spielen mit großer Wahrscheinlichkeit eine
bedeutende Rolle in der Pathogenese von Arthritiden. Bei der präventiven Behandlung mit drei
verschiedenen Anti-CD4 monoklonalen Antikörpern (mAk) im Modell der Adjuvansarthritis der Ratte
(AA) wurden abhängig von dem jeweils eingesetzten mAk unterschiedliche klinische Verbesserungen
beobachtet. Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand deshalb die Suche nach Parallelen zwischen der
unterschiedlichen klinischen Effizienz der Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 (klinisch effizient) und
RIB5/2 (klinisch ineffizient) bei der präventiven Therapie der AA und ihren in vitro Effekten auf T-
Zell-Funktionen als Erklärung für die unterschiedlichen Therapieeffekte.
Keine klaren Parallelen zur differentiellen klinischen Effizienz ergaben sich bei den folgenden
Untersuchungen: 1.) Bestimmung der Affinitäten der mAk zum CD4-Molekül. 2.) Inhibition der
Proliferation in der primären gemischten Lymphozytenkultur (1° MLC) mit CD4+-T-Zellen und CD8+-
T-Zellen durch die drei mAk 3.) Beeinflussung der Produktion der Zytokine IL-2, IFNg, IL-10 und
IL-4 in verschiedenen experimentellen Ansätzen (sekundäre MLC nach Anwesenheit der mAk in der
1° MLC, Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls mittels der mAk nach bzw. vor einer Stimulation von
CD4+-T-Zellen über den TZR). 4.) Einfluss der drei Anti-CD4 mAk auf die TZR-vermittelte
Apoptose. 5.) Mobilisierung von intrazellulärem Kalzium durch CD4-Kreuzvernetzung mittels der
mAk. 6.) Aktivität der Tyrosinkinasen p56lck und p59fyn nach CD4-Kreuzvernetzung mittels der mAk.
7) Phosphorylierung des Shc-Adaptermoleküls durch CD4-Kreuzvernetzung mittels der drei mAk. 8.)
Effekte der drei mAk auf die Aktivität der Transkriptionsfaktoren NF-AT und AP-1.
Dagegen ergaben sich bei den Untersuchungen zur Produktion von TNFa und zur Aktivität
des Transkriptionsfaktors NF-kB eindeutige Parallelen zur differentiellen klinischen Effizienz: 1.) Die
Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls mittels des mAk RIB5/2 nach bzw. vor einer Stimulation von
CD4+-T-Zellen über den TZR induzierte eine signifikant höhere Sekretion von TNFa als mit den mAk
W3/25 und OX35. 2.) Die Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls mittels des mAk RIB5/2 vor einer
Stimulation von CD4+-T-Zellen über den TZR führte zu einer signifikant stärkeren Erhöhung der
Aktivität von NF-kB als mit den mAk W3/25 und OX35. Beide differentiellen Effekte könnten daher
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CD4+-T-Helferzellen sind in großer Zahl in der entzündeten Synovialmembran von Patienten mit RA
vorhanden und spielen mit großer Wahrscheinlichkeit eine bedeutende Rolle in der Pathogenese
dieser Erkrankung. Folgerichtig führten initiale therapeutische Pilotstudien  mit Anti-CD4 mAk zu
einer klinischen Besserung der RA. Während diese anfänglichen Behandlungserfolge in
multizentrischen, plazebokontrollierten Therapiestudien mit anderen Anti-CD4 mAk nicht bestätigt
werden konnten, wurden in kürzlich durchgeführten Studien mit nicht depletierenden Anti-CD4 mAk
der zweiten Generation wiederum Erfolg versprechende Besserungen der RA beobachtet. Auch bei
der präventiven Anti-CD4 Behandlung im experimentellen Arthritismodell der AA der Ratte wurden
in Abhängigkeit von den jeweils eingesetzten Anti-CD4 mAk unterschiedliche klinische
Verbesserungen beobachtet. Daraus ergab sich die Arbeitshypothese, dass die individuellen
Merkmale der verschiedenen Anti-CD4 mAk, z.B. ihr Isotyp, ihre Affinität oder das erkannte Epitop
für die unterschiedlichen therapeutischen/funktionellen Effekte von Bedeutung sein könnten. In der
vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersucht werden, ob es Parallelen zwischen der
unterschiedlichen klinischen Effizienz von drei verschiedenen Anti-CD4 mAk bei der präventiven
Therapie der AA und ihren in vitro Effekten auf T-Zell-Funktionen gibt, die als Erklärung für die
unterschiedlichen Therapieeffekte dienen könnten.
Die in der vorliegenden Studie erarbeiteten Ergebnisse können folgendermaßen zusammengefasst
werden: (1) Die Affinitäten der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk zum CD4-Molekül wurden
mittels biospezifischer Interaktionsanalyse (BIAcore) untersucht. Dabei zeigte sich, dass einer der
beiden klinisch effizienten Anti-CD4 mAk (W3/25) eine um den Faktor 50 höhere Affinität besitzt
als die beiden anderen Anti-CD4 mAk (OX35, klinisch effizient; RIB5/2, klinisch ineffizient). Die
Affinität weist also keine Parallele zu der unterschiedlichen klinischen Effizienz der mAk auf. (2) Alle
drei mAk hemmten die Proliferation von gereinigten T-Zellen in einem MHC-abhängigen
Stimulationsmodell (MLC). Dabei inhibierte der RIB5/2 bei der Verwendung von Gesamt-T-Zellen
die Proliferation effizienter als die beiden anderen mAk. Bei der MLC mit gereinigten CD4+-T-Zellen
wurde die Proliferation durch die Zugabe von Anti-CD4 mAk zwar deutlich stärker gehemmt als
beim Einsatz von Gesamt-T-Zellen, die dort beobachteten signifikanten Unterschiede zwischen den
mAk konnten jedoch nicht bestätigt werden. Bei der Verwendung von gereinigten CD8+-T-Zellen
hatte die Zugabe der Anti-CD4 mAk zur MLC in den meisten Fällen keine Wirkung. (3) Die
Beeinflussung der Zytokinproduktion durch die Anti-CD4 mAk wurde mittels in vitro
Stimulationsexperimenten untersucht. CD4+-T-Zellen, die in der 1° MLC unter Anwesenheit der
mAk stimuliert wurden, wurden im Zuge einer 2° MLC restimuliert und die Zytokine IFNg, IL-2, IL-
10 und IL-4 in den Zellkulturüberständen bestimmt. Die Produktion von IFNg sowie von IL-4
wurde durch die mAk nicht signifikant beeinflusst. Die Sekretion von IL-2 in der 2° MLC wurde
durch die Präsenz der mAk während der 1° MLC im Vergleich zur PBS-Kontrolle signifikant jedoch
2nicht differentiell erhöht. Interessanterweise wurde die Sekretion von IL-10 durch alle drei mAk in
gleicher Weise numerisch verringert. Teilweise abweichende Effekte auf die Zytokinproduktion
wurden nach Inkubation mit den mAk und anschließender Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls auf
primären CD4+-T-Zellen vor einer TZR-Stimulation (CD4-Vorbehandlung) beobachtet. Die
Sekretion von IFNg und IL-2 blieb dabei unbeeinflusst. Nur die CD4-Vorbehandlung mit dem mAk
W3/25 induzierte eine erhöhte intrazelluläre IL-4 Produktion. Durch die CD4-Vorbehandlung wurde
mit allen drei Anti-CD4 mAk eine erhöhte IL-10 Produktion induziert. Ein gemeinsames Merkmal
aller Experimente mit einer Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls auf CD4+-T-Zellen war eine
signifikant höhere Induktion der Sekretion von TNFa durch den mAk RIB5/2 im Vergleich zu den
beiden anderen mAk. Dieser Befund weist klare Parallelen zur unterschiedlichen klinischen Effizienz
der drei Anti-CD4 mAk in der AA auf. (4) Keiner der drei mAk hatte einen Einfluss auf die TZR-
vermittelte Apoptose. Eine differentielle Beeinflussung der Apoptoseinduktion stellt demnach keine
Erklärung für die unterschiedliche klinische Effizienz der drei Anti-CD4 mAk dar. (5) Mögliche
differentielle Effekte der mAk auf die frühen Ereignisse der Signalübermittlung wurden durch
Untersuchungen der Aktivität von Tyrosinkinasen, der Aktivierung des Adaptermoleküls Shc sowie
der Erhöhung des Kalziumspiegels analysiert. Keiner der drei mAk bewirkte nach CD4-
Kreuzvernetzung eine signifikante Mobilisierung von intrazellulärem Kalzium. Alle drei Anti-CD4
mAk konnten die Aktivität der CD4-assoziierten PTK p56lck nach CD4-Kreuzvernetzung um das 2-
3fache erhöhen. Die Aktivität der CD3-assoziierten PTK p59fyn und die Tyrosin-Phosphorylierung
des Shc-Adaptermoleküls wurden dagegen durch keinen der drei mAk beeinflusst. Die differentielle
klinische Effizienz der drei Anti-CD4 mAk ist daher nicht durch unterschiedliche Effekte auf die o.g.
frühen Komponenten der Signaltransduktion erklärbar. (6) Der Endpunkt der verschiedenen, für die
T-Zellaktivierung relevanten Signalwege stellt die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren
dar. Deshalb wurde der Effekt der drei mAk auf die Aktivität von NF-AT, AP-1 und NF-kB
untersucht. Die Aktivität von NF-AT konnte weder durch alleinige CD4-Kreuzvernetzung noch
durch eine CD4-Vorbehandlung beeinflusst werden. Auch die Aktivierung von AP-1 wurde durch
die alleinige CD4-Kreuzvernetzung mit den drei mAk nicht verändert. Nach einer CD4-
Vorbehandlung wurde die Aktivierung von AP-1 dagegen durch alle mAk im Vergleich zur
Isotypkontrolle verringert, jedoch ohne differentielle Effekte. Die CD4-Vorbehandlung mit dem
klinisch ineffizienten mAk RIB5/2 induzierte interessanterweise eine signifikant stärkere Erhöhung der
Aktivität von NF-kB als die klinisch effizienten mAk W3/25 und OX35. Neben der erhöhten
TNFa-Sekretion könnte daher auch die höhere Aktivierung von NF-kB eine Erklärung für den
beschleunigten Ausbruch der AA nach präventiver Behandlung mit dem mAK RIB5/2 darstellen. Da
NF-kB auch ein starker Induktor der TNFa Synthese ist, könnte sogar ein Zusammenhang
zwischen beiden Befunden bestehen.
32 EINLEITUNG
2.1 Die humane rheumatoide Arthritis (RA)
2.1.1 Pathogenese der RA
Die humane rheumatoide Arthritis (RA), auch chronische Polyarthritis genannt, stellt eine schwere,
systemische Erkrankung dar, deren Kardinalsymptom eine chronische Entzündung der Gelenke ist.
Die Ursache dieser Krankheit ist unbekannt, man geht jedoch davon aus, dass der RA eine
Autoimmunreaktion gegen ein bislang unbekanntes, arthritogenes Antigen zu Grunde liegt. Bei
solchen Autoimmunerkrankungen richten sich Lymphozyten, d. h. B-Zellen und T-Zellen,
fälschlicherweise gegen körpereigene Antigene (Autoantigene), eine Reaktion, die zu Entzündungen
und in der Folge zur Zerstörung körpereigenen Gewebes führt.
Die Annahme einer maßgeblichen Beteiligung von T-Zellen in der Pathogenese der RA wird
durch eine Reihe von Befunden unterstützt. So ist die Frequenz von Individuen mit speziellen
Varianten des MHC-Moleküls der Klasse II, den HLA-Allelen DR4 und DR1, bei RA-Patienten
höher als in vergleichbaren Populationen gesunder Menschen [1]. Dieser Befund könnte eine
Bedeutung für die Pathogenese der RA haben, da die MHC-Moleküle präferentiell
Peptidbruchstücke von bestimmten Antigenen binden, die dann von Antigen präsentierenden Zellen
(APZ) dargeboten werden können. Durch die Erkennung des Antigenbruchstücks in Verbindung mit
dem MHC-Molekül über ihren T-Zellrezeptor (TZR) wird eine T-Zelle aktiviert und vermehrt sich
bei Vorhandensein eines entsprechenden Zweitsignals in der Folge klonal (Abb.1). APZ mit
bestimmten MHC-Varianten, wie den RA-assoziierten DR4 und DR1, könnten daher den T-Zellen
vor allem Peptide von bestimmten Autoantigenen präsentieren. Das könnte zur Aktivierung
autoreaktiver T-Zellen führen, die, wenn sie nicht unter Kontrolle gehalten werden können, den
autoimmunen Krankheitsprozess auslösen.
Weiterhin sind 30 % der Entzündungszellen in der RA-Synovialmembran (SM) T-Zellen [2]
und in den bisher untersuchten Fällen von früher RA ließen sich die CD4+-T-Zellen unter den ersten
Entzündungszellen in der SM nachweisen [3]. Obwohl die aus dem peripheren Blut von RA-
Patienten isolierten T-Zellen gegenüber Mitogenen [4], verschiedenen Antigenen [5,6] und exogenem
IL-2 [7] nur schwach reagieren, zeigen die T-Zellen in der SM einen aktivierten Phänotyp.
4Abb.1: Schema der T-Zellaktivierung infolge der Erkennung eines Antigens (Ag), das von einer
Antigen präsentierenden Zelle (APZ) präsentiert wird. T-Zellen erkennen das prozessierte und vom
Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) gebundene Antigenpeptid durch ihren spezifischen T-
Zellrezeptor (TZR), der mit dem signalübertragenden CD3-Komplex assoziiert ist. Dabei wirken in
Abhängigkeit von der T-Zellsubpopulation entweder CD4- oder CD8-Moleküle als Korezeptor.
Neben diesem ersten Signal benötigt die T-Zelle für die volle Aktivierung noch sog. Zweitsignale
(z. B. CD28/B7). Nach einer vollen Aktivierung findet eine intrazelluläre Signalkaskade statt, die
folgende Effekte haben kann: 1) Produktion von Zytokinen des TH1- bzw. TH2-Typs, in
Abhängigkeit von der Natur des Antigens und dem umgebenden Mikromilieu; 2) klonale Expansion
der antigenspezifischen Effektor-T-Zelle; 3) Expression von Adhäsionsmolekülen, die die
Einwanderung in Entzündungsherde ermöglichen oder von Aktivierungsmarkern mit speziellen
Funktionen; 4) Bildung des immunologischen Gedächtnisses, angezeigt durch die Expression des
CD45RO-Oberflächenmarkers (nach R.W. Kinne [8]).
5Die synovialen T-Zellen tragen verschiedene Aktivierungsmarker wie den IL-2-Rezeptor und das
CD69-Antigen [9], ein Befund, der auf eine kürzlich stattgefundene Aktivierung schließen lässt [10].
Aber auch das Vorhandensein von Oberflächenmarkern auf den synovialen T-Zellen, die erst in
einem späten Aktivierungsstadium auftauchen oder die Differenzierung zur Gedächtniszelle anzeigen
(z. B. MHC-Moleküle der Klasse II [11], CD45RO [12] und VLA-1 [9]), lassen auf einen
Antigen-getriebenen Krankheitsprozess im Gelenk schließen.
Die Assoziation der RA mit bestimmten MHC-II Allelen legt die Vermutung nahe, dass eine
Antigen-spezifische Aktivierung von T-Zellen für die Entwicklung der Krankheit von Bedeutung ist.
Es wurden deshalb Anstrengungen unternommen, in vivo klonal expandierte T-Zellen im Blut sowie
in der SM oder der Synovialflüssigkeit (SF) aufzufinden. Eine Strategie dafür ist die Suche nach
präferentiell vorkommenden Genfamilien der variablen Anteile der a- oder b-Ketten des TZR (Va,
b), die einerseits ein Indiz für eine Antigen-spezifische, klonale Expansion, andererseits aber auch ein
Hinweis auf eine Aktivierung durch Superantigene sein könnte, die an konservierte Regionen
bestimmter Vb-Familien binden und die betreffenden T-Zellen unspezifisch aktivieren. Die
Ergebnisse der unterschiedlichen Studien ergeben kein einheitliches Bild. Viele Studien fanden
lediglich Evidenzen für eine begrenzte präferentielle Expansion bestimmter Va- oder Vb-
Genfamilien in der RA SM oder SF, die aber in ihren Mustern bei verschiedenen Patienten z.T. stark
voneinander abweichen (für Details siehe [8,13]). In anderen Studien wurde eine solche Expansion
überhaupt nicht beobachtet. Eine genauere Methode zur Spezifitätsbestimmung von T-Zellen stellt
die Sequenzierung ihrer TZR-Gensegmente dar, insbesondere der Segmente für die Antigen-
bindende Region (CDR3). Dabei zeigten sich sehr weitgehende Homologien der Aminosäure-
Sequenz zwischen verschiedenen synovialen T-Zellklonen [14]. Das könnte bedeuten, dass der RA
eine Immunantwort von vielen verschiedenen, klonal expandierenden T-Zellen zu Grunde liegt, die
jedoch das gleiche Epitop des möglichen (Auto)Antigens erkennen.
2.1.2 Behandlung der RA
Die heute bei der klassischen Behandlung der RA eingesetzten Medikamente können nach ihren
therapeutischen Effekten einerseits in symptomatisch wirksame antirheumatische Medikamente (SM-
ARD), z. B. nichtsteroidale anti-inflammatorische Medikamente (NSAID) oder Glukokortikoide,
und andererseits in krankheitsmodifizierende antirheumatische Medikamente (DM-ARD), z. B. das
6Antifolat Methotrexat (MTX) oder Goldsalze, eingeteilt werden [15]. NSAID erreichen ihre
antientzündliche Wirkung durch die Hemmung der Prostaglandinsynthese, weil sie die dafür
erforderlichen Zyklooxygenasen (Cox) I und II inhibieren. Daneben hat die Verabreichung von
Kortikosteroiden eine große Bedeutung in der klinischen Behandlung der RA [16]. Kortikosteroide
entfalten ihre Wirkung über die Inhibition der Gentranskription verschiedener Zytokine (TNFa, IL-
2, IL-6) sowie der NO-Synthase und Cox II (Übersicht in [17]). Für die Mechanismen der anti-
entzündlichen Wirkung von Glukokortikoiden werden in letzter Zeit neben den klassischen
genomischen Wirkungen, d. h. der Bindung an ihre intrazellulären Rezeptoren und der
Stimulierung/Inhibition von bestimmten Genen über die Bindung an sog. ”glucocorticoid response
elements” in den entsprechenden Promotoren oder der Neutralisation von stimulierenden
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und AP-1, neuerdings auch schnelle Effekte nach Bindung der
Glukokortikoide an Oberflächenrezeptoren, und letztlich physikochemische Aktionen nach Lösung
der lipophilen Moleküle in der Zellmembran diskutiert [17]. Die Wirkung der DM-ARD ist weniger
gut aufgeklärt. Goldsalze beeinflussen die Funktionen verschiedener Zellen, z. B. die Phagozytose
und Produktion von Sauerstoffradikalen von Monozyten, die Proliferationsfähigkeit von
Lymphozyten oder die Kollagensynthese von Synoviozyten [18]. Das seit Mitte der achtziger Jahre
verstärkt eingesetzte MTX hemmt als Antimetabolit die für die DNA-Synthese erforderliche
Dihydrofolat-Reduktase und gehört deshalb zu den Zytostatika. Obwohl die Mechanismen der
erfolgreichen Behandlung der RA mit MTX noch unklar sind, ist z. B. bekannt, dass nach einer
Behandlung mit MTX aus dem Blut der Patienten isolierte Makrophagen in geringerem Umfang in
der Lage waren IL-1, IL-8 und TNFa zu produzieren, als solche aus der unbehandelten
Kontrollgruppe [19]. Wenn auch die o. g. Medikamente bei optimiertem therapeutischen Einsatz in
der Lage sind, die Gelenkentzündung wirksam zu unterdrücken, und bei einigen Wirkstoffen bzw.
Kombinationen von verschiedenen Wirkstoffen auch in der Lage sind, das Fortschreiten der
Gelenkdestruktion zu verlangsamen [20], sind diese Behandlungen lediglich gegen die
Entzündungszellen und ihre Mediatoren gerichtet und stellen keine kausale Therapie der bislang
unbekannten pathogenetischen Mechanismen der RA dar. Unter der Annahme, dass der RA eine
Autoimmunreaktion gegen körpereigene Antigene zugrunde liegt (s. o.) bestünde der Vorteil eines
immunologischen Therapieansatzes darin, durch die Unterbrechung der immunologischen
Fehlerkennung eine kausale Therapie mit der Chance auf permanente Heilung anzubieten. Deshalb
sind in den vergangenen Jahren sowohl in experimentellen Arthritismodellen als auch in der RA
7verschiedene Therapieprinzipien untersucht worden, die sich gegen pathogenetisch relevante T-Zellen
richten.
Erste gegen T-Zellen gerichtete Therapieversuche bestanden in der generellen Eliminierung
von Lymphozyten durch Bestrahlung der Lymphknoten [21], durch Drainage des fast ausschließlich
B- und T-Lymphozyten enthaltendenden Brustmilchganges (Ductus thoracicus) [22], durch die alle
Leukozyten entfernende Leukapherese [6] oder die nur Lymphozyten eliminierende Lymphopherese
[23]. Diese Behandlungsmethoden führten zur klinischen Besserung bei Patienten mit Therapie-
refraktärer RA, bedingen aber einen hohen technischen Aufwand und sind mit starken
Nebenwirkungen, z. B. einer ausgeprägten, lange anhaltenden Lymphozytopenie, belastet. Ein
Therapieansatz mit einer höheren Spezifität für T-Zellen wurde durch die Anwendung von
Cyclosporin A (CsA) möglich; dieses Medikament inhibiert u.a. die Transkription der Gene für IL-2
und den IL-2-Rezeptor (s.u., Abb.4), die große funktionelle Bedeutung für die Aktivierung von T-
Zellen haben. CsA konnte sowohl bei der Behandlung der etablierten RA als auch bei der Therapie
der frühen RA erfolgreich eingesetzt werden, seine Anwendung wird jedoch durch die potentiellen
Nebenwirkungen wie Hypertension und renale Dysfunktion beschränkt und bedarf sorgfältig
definierter Anwendungsrichtlinien [24].
Therapien mit gegen T-Zellen gerichteten monoklonalen Antikörpern (mAk) haben
gegenüber einer Leukozytendepletion (z. B. im Rahmen einer Leukapherese) den Vorteil einer
größeren Selektivität. Auf Grund einer präferentiellen oder exklusiven Expression der von dem
jeweiligen mAk erkannten Oberflächenmoleküle auf T-Zellen wird es möglich, durch die Behandlung
mit bestimmten mAk T-Zellen gezielt zu beeinflussen.
In der RA wurden bisher Behandlungsversuche mit mAk gegen folgende T-Zell-
Oberflächenmoleküle durchgeführt:
CD5. Klinische Studien mit einem Rizin-gekoppelten (die Proteinsynthese inhibierendes Toxin) mAk
gegen CD5, einem auf allen T-Zellen und einem kleinen Anteil von B-Zellen vorkommenden Antigen,
resultierten in einer verringerten Anzahl CD5+-T-Zellen im peripheren Blut und einer verminderten
Proliferationsfähigkeit von T-Zellen [25]. Obwohl einige klinische Verbesserungen in offenen Studien
beobachtet wurden, konnte die Wirksamkeit dieser Therapie in der RA in plazebo-kontrollierten
Studien nicht reproduziert werden [26].
8CD7. Das transmembranale Glykoprotein CD7 ist auf ca. 70 % aller T-Zellen vorhanden und wird
auf aktivierten T-Zellen vermehrt exprimiert [27]. In zwei offenen klinischen Studien mit murinen
mAk gegen humanes CD7 (ein rein muriner mAk sowie ein chimärer muriner mAk mit einem
humanen Fc-Teil) wurde jedoch keine signifikante Verbesserung der klinischen Zeichen der RA
beobachtet [28,29].
CD52. Der humanisierte mAk CAMPATH-1 - gerichtet gegen CD52, ein Antigen auf nahezu allen
T-Zellen - verbesserte in offenen Studien [30-32] die klinischen Zeichen bei einigen RA-Patienten für
bis zu acht Wochen. Trotz einer nachhaltigen Depletion der CD4+-T-Zellen im peripheren Blut
flammte die Krankheit nach der initialen Besserung jedoch wieder auf. Eine Erklärung für diesen
Befund könnte sein, dass trotz der Anti-CD52 Behandlung in der SM einiger Patienten noch T-
Zellen nachgewiesen werden konnten [33].
IL-2 Rezeptor (IL-2R). Der IL-2R (CD25) ist ein klassischer Aktivierungsmarker von T-Zellen,
kommt aber auch auf aktivierten Monozyten und B-Zellen vor. Da sich die voll aktivierten T-Zellen
nach der Expression des IL-2R mittels IL-2-Sekretion autokrin bzw. parakrin stimulieren, ist der IL-
2R ein möglicher Angriffspunkt biologischer Therapeutika. Die Gabe eines mAk gegen CD25 führte
in einer kleinen offenen Studie (n = 3 RA-Patienten) zur Verbesserung der klinischen Zeichen [34].
Auch die intravenöse Gabe eines Fusionsproteins aus IL-2 und dem Diphterietoxin (DAB486IL-2),
das an den IL-2R bindet und nach Inkorporation zum Tod der Zelle führt, hatte eine moderate
klinische Besserung in einer offenen [35] und in einer plazebo-kontrollierten Studie [36] zur Folge.
Die starken Nebenwirkungen (Übelkeit, Fieber u.a.) führten jedoch dazu, dass dieses
Therapieprinzip nicht weiter verfolgt wurde.
CD4. Typisch für die RA ist die Anwesenheit lymphozytärer Infiltrate in der SM, die zum großen Teil
aus aktivierten CD4+-T-Zellen bestehen [37,38]. Ein weiteres Argument für die zentrale Rolle von
CD4+-T-Zellen bei Arthritiden sind die eindrucksvollen Effekte einer Behandlung mit Anti-CD4 mAk
in experimentellen Arthritismodellen [39]. Auch die interessanten Befunde der Gruppe von
WALDMANN, dass bei einer Behandlung von normalen Mäusen mit Anti-CD4 mAk eine
langanhaltende Toleranz gegenüber gleichzeitig applizierten Fremdantigenen erreicht werden kann
9[40], zeigte die Potenz von Anti-CD4 mAk zur Unterdrückung von Immunreaktionen. Folgerichtig
konnten bei Untersuchungen in Transplantationsmodellen und experimentellen Modellen von
Autoimmunerkrankungen Hinweise auf Toleranzinduktion nach Anti-CD4 Behandlung erarbeitet
werden (Übersicht in [41]).
Das CD4-Molekül agiert als Korezeptor während der Antigenerkennung, wenn TZR, MHC der
Klasse II und Antigen-Peptid einen trimolekularen Komplex ausbilden (Abb.1). Anti-CD4 mAk
können über eine Reihe unterschiedlicher Mechanismen die Funktionen von T-Zellen beeinflussen
und insbesondere zur Hemmung der T-Zellaktivierung führen. Aus diesem Grunde bieten CD4-
gerichtete Behandlungsstrategien die Möglichkeit einer effizienten Immuntherapie der RA.
Die Therapie der RA mit verschiedenen Anti-CD4 mAk (zwei murinen IgG1 mAk:
MAX.16H5, B-F5; drei murinen IgG2a mAk: BL4, M-T151, VIT4; einem chimären mAk mit
humanem IgG1 Fc-Teil: cM-T412) zeigte in initialen offenen Pilotstudien (Übersicht in [42]) eine
überzeugende Wirkung, obwohl die Behandlungsgruppen mit sogenannten therapieresistenten
Patienten äußerst schlechte Ausgangsbedingungen boten [43-47]. In der Folgezeit schienen große,
multizentrische Doppelblind-Studien mit dem chimären mAk cM-T412 [48-50] und dem mAk B-F5
[51] eine weitgehende Unwirksamkeit von Anti-CD4 mAk bei der Behandlung der RA zu belegen.
Die initial eingesetzten Anti-CD4 mAk cM-T412 und MAX.16H5 sind sog. depletierende
mAk, d. h. es kam nach Injektion der mAk rasch zu einer Belegung der CD4-Moleküle peripherer
Zellen und einer signifikanten, lang anhaltenden Depletion der CD4+-T-Zellen aus dem peripheren
Blut, die bis zu 30 Monate nach der Therapie andauerte [44,52]. Dabei gab es jedoch keine
Korrelation zwischen der Fähigkeit der einzelnen mAk zur Depletion von CD4+-T-Zellen im Blut und
ihrer klinischen Effizienz [53]; dies deutet darauf hin, dass andere Eigenschaften der Anti-CD4 mAk,
z. B. die Erkennung eines spezifischen Epitopes bzw. die Beeinflussung definierter T-Zellfunktionen
für eine klinisch erfolgreiche Therapie entscheidend sind.
Dementsprechend wurden kürzlich plazebo-kontrollierte Studien zur Therapie der RA mit
anderen, nicht depletierenden Anti-CD4 mAk durchgeführt, die zudem wahrscheinlich andere
Epitope des CD4-Moleküls erkennen als die bisher benutzten Anti-CD4 mAk. Dabei zeigte sowohl
die Therapie mit dem chimären Anti-CD4 mAk IDEC-CE9.1 [54-58], einem humanen IgG1 mAk
mit einem von Makaken stammenden variablen Anteil, als auch die Behandlung mit den
humanisisierten mAk 4162W94 [59-63] und OKT4cdr4a [64] eine klare klinische Wirksamkeit bei
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der Behandlung der RA, was Hoffnungen auf eine Renaissance dieses therapeutischen Prinzips
weckt.
2.2 Die Adjuvansarthritis der Ratte (AA)
2.2.1 Allgemeine und klinische Aspekte
Bei der AA handelt es sich um das erste in der Literatur beschriebene Arthritismodell. Es wurde per
Zufall von STOERK et al. [65] bei der Untersuchung der Immunantwort von Ratten auf homologe
Milzextrakte, die in komplettem FREUND’schen Adjuvans emulgiert waren, entdeckt. Sie kann in
geeigneten Rattenstämmen (Lewis, Dark Agouti) durch einmalige intradermale Gabe öliger
Suspensionen verschiedener Mykobakterien induziert werden, z. B. durch Injektion von
hitzeinaktiviertem Mycobacterium tuberculosis (M.t.) in Paraffinöl in die Schwanzbasis. Daraufhin
entwickelt sich eine schwere, symmetrische Polyarthritis in den Gelenken der Extremitäten, welche
am Tag 8-10 nach der Induktion ausbricht und ihr Maximum zwischen den Tagen 18 und 20
erreicht. Danach gehen die Entzündungsparameter (z. B. die
Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit) spontan zurück, die fortschreitende Knorpel- und
Knochenerosion durch ein aggressives Pannusgewebe führt jedoch zu einer völligen Versteifung der
betroffenen Gelenke.
2.2.2 Bedeutung von T-Zellen in der Pathogenese der AA
Die entscheidende Beteiligung von T-Zellen bei der Pathogenese der AA wurde schon relativ
frühzeitig erkannt. Man konnte zeigen, dass Zellen aus der Milz oder den Lymphknoten arthritischer
Ratten die AA passiv auf naive Tiere übertragen können [66,67]. Auch Lymphozyten aus dem
Ductus thoracicus [68] und CD4+-T-Zellen arthritischer Tiere [69] sind nach in vitro Stimulation
mit Concanavalin A (Con A) in der Lage, die AA auf gesunde, syngene Rezipienten zu übertragen.
Zudem wurde nachgewiesen, dass man die AA durch die Verabreichung von Anti-Lymphozyten-
Serum inhibieren kann [70] und eine AA in T-Zell-defizienten, athymischen Nackt-Ratten (”nude
rats”) nicht induzierbar ist [71]. Der überzeugendste Beweis für die grundlegende Rolle von CD4+-
T-Zellen in der Pathogenese der AA gelang jedoch mit der Isolierung einer arthritogenen Zelllinie
(A2) und späteren Etablierung eines CD4+-T-Zellklons (A2b) aus Ratten mit AA und der
Übertragung der Krankheit durch diesen Klon auf naive Tiere [72]. In der Folgezeit beschäftigte sich
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eine Reihe von Untersuchungen damit, die Antigenspezifität dieses arthritogenen T-Zellklons
aufzuklären. Es zeigte sich, dass A2b gegen ein mykobakterielles Antigen - das Hitzeschockprotein
60 (HSP60) - gerichtet ist [73], und daneben mit einem Antigen aus Rohextrakten von
Gelenkknorpel kreuzreagiert [74]. Daraus kann man schließen, dass die Arthritogenität des zur
Induktion der AA eingesetzten M.t. auf einem molekularen Mimikry zwischen HSP60 und einem
Knorpelbestandteil beruht; die Aktivierung spezifischer T-Zellen durch die Immunisierung mit M.t.
führt vermutlich indirekt zur Bildung autoreaktiver T-Zellen, die die organspezifische
Autoimmunerkrankung auslösen.
2.2.3 Behandlung der AA mit gegen T-Zellen gerichteten mAk
Zur Behandlung der AA der Ratte wurden bereits mAk gegen verschiedene Oberflächenmoleküle
von T-Zellen eingesetzt. So erwies sich eine allgemein gegen T-Zellen gerichtete Therapie mit einem
mAk gegen CD43 (W3/13) als effektiv in der Unterdrückung der AA [75]. YOSHINO et al. [76,77]
konnten zeigen, dass die Verabreichung eines mAk gegen den TZR a/b  (R73) sowohl die etablierte
Erkrankung besserte, als auch den Ausbruch der nachfolgend induzierten AA völlig unterdrückte,
wenn die Tiere von Geburt an behandelt wurden. Die Gabe des mAk V65, der sich gegen die g/d
TZR-positiven T-Zellen der Ratte richtet, bewirkte dagegen keine Verbesserung der etablierten AA
[78]. Die Behandlung der Krankheit vor dem Höhepunkt der Arthritis verschlimmerte im Gegenteil
noch die Gelenkdestruktion, was auf eine protektive Funktion der g/d T-Zellen hinweist. Die
fehlende Bedeutung von CD8+-T-Zellen bei der Auslösung und Perpetuierung der AA wird dadurch
unterstrichen, dass der Einsatz von mAk gegen CD8+-T-Zellen (OX8) in diesem Modell keinerlei
Auswirkung auf die klinischen Parameter (Gelenkschwellung, Entzündung) hatte [75,79], obwohl die
Anti-CD8 Therapie einige Veränderungen der humoralen Immunantwort induzierte [80].
2.2.4 Behandlung der AA mit Anti-CD4 mAk
Anti-CD4 mAk stellen aufgrund ihrer Spezifität für CD4-positive T-Helferzellen ein ideales Mittel
dar, um die Funktionen dieser in der AA wichtigen Zellpopulation zu beeinflussen. Allerdings tragen
sowohl bei der Ratte als auch beim Menschen Makrophagen und dendritische Zellen (DC) ebenfalls
diesen Oberflächenmarker [81], so dass ein Effekt von Anti-CD4 mAk auf diese Zellen immer in
Betracht gezogen werden muss. Das CD4-Molekül fungiert auf T-Zellen als Korezeptor während
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der Antigenerkennung (Abb.1), verstärkt damit die Bindung zwischen MHC-II und TZR und greift
über seinen zytoplasmatischen Anteil zusätzlich in intrazelluläre Signalmechanismen der T-Zelle ein.
Diese Funktion des CD4-Moleküls innerhalb eines grundlegenden immunologischen Geschehens
macht die Anwendung von Anti-CD4 mAk in immunologisch determinierten Erkrankungen, z. B. in
Arthritismodellen, interessant.
Anti-CD4 mAk können bei präventiver Behandlung den Ausbruch der kollagen-induzierten
Arthritis der Maus verhindern, die etablierte Erkrankung jedoch nicht eindämmen [39]. Ganz anders
verhält es sich im Modell der AA der Ratte. Hier lässt sich die etablierte Arthritis durch Gabe der
Anti-CD4 mAk W3/25 [80], OX35 und RIB5/2 [82] signifikant vermindern, jedoch ist die klinische
Besserung nur transient. Vorherige Arbeiten von BILLINGHAM et al. hatten gezeigt, dass eine völlige
Verhinderung des Ausbruchs der AA durch präventive Behandlung mit den Anti-CD4 mAk W3/25
und OX35 möglich ist [79]. Auf der Basis dieser Vorbefunde wurde in unserer Arbeitsgruppe eine
vergleichende Studie zur präventiven Behandlung der AA der Ratte mit den drei verschiedenen Anti-
CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2 durchgeführt [82]. Dabei zeigten sich überraschende
Unterschiede in der klinischen Effizienz der unterschiedlichen mAk. Während die Applikation von
OX35 und W3/25 bereits mit Ausbruch der Krankheit (Tag 13 nach Induktion) zu einer signifikanten
Besserung der klinischen Zeichen führte, beschleunigte RIB5/2 initial den Ausbruch der Krankheit
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Da die o. a. Studie die Ausgangsbasis für die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen bildet,
werden deren Ergebnisse in Verbindung mit den verschiedenen Wirkmechanismen von Anti-CD4
mAk im folgenden kurz zusammengefasst:
Beim Einsatz von Anti-CD4 mAk werden folgende Effekte auf CD4+-T-Zellen beobachtet, die als
Erklärung für die unterschiedliche klinische Effizienz der verschiedenen Anti-CD4 mAk in der o. a.


















Abb.3: Schema der möglichen Wirkmechanismen von Anti-CD4 mAk auf T-Zellen: TZR = T-
Zellrezeptor, MHC-II = Haupthistokompatibilitätskomplex der Klasse II, ADCC =
antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität, C = Komplement (modifiziert nach [84]).
Ergebnisse der Studie von C.B. SCHMIDT-WEBER [82]
(1) Modulation von CD4 und Ko-Modulation von CD3 auf T-Zellen
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Die Reduktion der CD4- bzw. der CD3-Dichte auf den T-Zellen könnte die Antigenerkennung und
damit die T-Zell-Aktivierung negativ beeinflussen. Die CD4-Modulation nach Anti-CD4-Behandlung
in vitro ist in Abhängigkeit von dem verwendeten mAk unterschiedlich ausgeprägt [85].
Interessanterweise führte eine deutliche CD4-Modulation in vivo allerdings nicht zu einer
verschlechterten sondern eher zu einer verstärkten T-Zell-Funktion, was sich in einer erhöhten, durch
Anti-CD3 mAk induzierten Kalziummobilisierung ausdrückte [85]. Die unterschiedliche Fähigkeit der
verschiedenen Anti-CD4 mAk zur CD4-Modulation/CD3-Komodulation zeigte jedoch in der o. a.
Studie in der AA der Ratte (siehe Tab.2.1) keine klare Parallele zur unterschiedlichen klinischen
Effizienz.
Tab.2.1: Zusammenfassung der Ergebnisse zur präventiven Anti-CD4-Therapie der











CD4-Modulation ì ì ì
CD3-Ko-Modulation ì é é
Depletion von CD4+ T-Zellen aus
dem peripheren Blut
è ì é
Detektion von mAk auf PBMC ja nein nein
in vivo DTH ì é è
in vitro T-Zellreaktivität (ConA) é ì ì
anti-M.t. IgG2a (TH1) ê ê è
anti-M.t. IgG1(TH2) è è è
a é = Verstärkung/Erhöhung; ê = Verminderung; è kein Effekt
(2) Fähigkeit der mAk, CD4+-T-Zellen aus dem Blut zu entfernen (Depletion)
Für die Depletion CD4+-T-Zellen nach Anti-CD4 Behandlung kann es verschiedene Ursachen
geben. Mit mAk bedeckte Zellen können durch Komplement vermittelte Lyse oder durch
Antikörper abhängige Zytotoxizität (”antibody dependent cell cytotoxicity”, ADCC), die durch Fc-
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Rezeptor tragende zytotoxische Zellen bewirkt wird, getötet werden. Dafür sind bestimmte
Eigenschaften der mAk entscheidend, z. B. die Komplementbindung oder die Bindung an Fc-
Rezeptoren, die wiederum vom Isotyp abhängen (s.u.). Die Depletion kann aber auch die Folge
eines suizidalen Signals sein, das zur Apoptose der betreffenden Zelle führt (s.u.: negatives Signal).
Aufgrund der Reduktion von immunkompetenten T-Zellen stellt die Depletion ein wichtiges
immunsuppressives Prinzip dar, weshalb in der Anfangsphase der Anti-CD4-Therapie auch
ausschließlich depletierende mAk angewandt wurden (siehe 2.1.2).
Der vorher als nicht depletierend beschriebene Anti-CD4 mAk W3/25 erwies sich auch in
der o. a. vergleichenden Therapiestudie in der AA als nur sehr schwach depletierend, wogegen der
Anti-CD4 mAk OX35 als depletierend und der mAk RIB5/2 (im Gegensatz zu anderen
veröffentlichten Untersuchungen [86]) als stark depletierend eingestuft wurde. Es ist hierbei
anzumerken, dass diese Bewertung sich lediglich auf die Fähigkeit der Anti-CD4 mAk bezieht,
CD4+-T-Zellen aus dem peripheren Blut zu entfernen. Aus unseren Untersuchungen kann aber keine
Aussage zur Depletion von CD4+-T-Zellen in den lymphoiden Organen abgeleitet werden. Die
unterschiedliche Fähigkeit der drei Anti-CD4 mAk zur Depletion von CD4+-T-Zellen aus dem
peripheren Blut zeigte jedoch keine Übereinstimmung mit der unterschiedlichen klinischen Effizienz
der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk (Tab.2.1).
(3) Belegung der CD4-Moleküle in vivo
Es kann für die klinische Effizienz aber auch von Bedeutung sein, wie lange der mAk auf dem CD4-
Molekül verbleibt, d. h. über welchen Zeitraum die Blockade des CD4-Moleküls aufrechterhalten
wird. Die o. a., vergleichende in vivo Therapiestudie zeigte, dass der Anti-CD4 mAk W3/25 sich
noch 7 Tage nach der letzten Gabe auf den Zellen befand, die beiden anderen Anti-CD4 mAk
jedoch schon nach zwei Tagen nicht mehr auf den Zellen nachweisbar waren. Dieser Befund weist
eine inverse Beziehung mit der Fähigkeit der verschiedenen Anti-CD4 mAk auf, CD4+-T-Zellen aus
dem peripheren Blut zu depletieren, zeigt jedoch keine Parallele zur klinischen Effizienz der drei Anti-
CD4 mAk ( Tab.2.1).
(4) Veränderung der T-Zellreaktion in vivo und in vitro
Die unterschiedliche klinische Effizienz der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk bei der präventiven
Behandlung der AA wies Parallelen zu den Veränderungen in der T-Zellreaktivität in vivo auf,
gemessen an der Hypersensitivitätsreaktion vom verzögerten Typ (DTH) gegen das zur Induktion
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der AA verwendete Arthritogen M.t. Interessanterweise war die DTH nach Behandlung der Tiere
mit den klinisch wirksamen mAk OX35 und W3/25 höher als die DTH der nur mit Vehikel
behandelten Gruppe, während die Behandlung mit dem mAk RIB5/2 keine Veränderung der DTH
bewirkte.
CD4+-T-Zellen aus den Milzen von Anti-CD4 mAk behandelten Tieren (OX35, W3/25 und
RIB5/2) proliferierten nach in vitro Stimulation mit dem T-Zell-Mitogen Con A in der Regel stärker
als Zellen aus der mit Vehikel behandelten Kontrollgruppe; dabei war eine signifikante, negative
Korrelation zwischen der klinischen Effizienz der verschiedenen Anti-CD4 mAk in einzelnen Tieren
und der Con A-induzierten T-Zellproliferation der entsprechenden Milzzellen ex vivo zu beobachten,
d. h. je effektiver die Therapie, desto höher die ex vivo T-Zellreaktivität auf Con A.
Diese Befunde zeigten eine Teilübereinstimmung mit der differentiellen klinischen Effizienz
(Tab.2.1) und deuten darauf hin, dass der Verminderung der klinischen Zeichen durch die Therapie
mit Anti-CD4 mAk eine differentielle Erhöhung der in vivo und in vitro T-Zellreaktivität zugrunde
liegen könnte.
(5) Beeinflussung der TH1/TH2 Balance
Eine veränderte T-Zell-Reaktion kann sich aber auch in der Verschiebung der TH1/TH2 Balance, z.
B. von einem TH1-dominierten- zu einem TH2-dominierten Phänotyp in der Arthritis ausdrücken.
Basierend auf dem verschieden ausgeprägten Muster an sezernierten Zytokinen und im Einklang mit
ihren bekannten Effektorfunktionen, können CD4+-T-Zellen in mindestens drei Gruppen eingeteilt
werden [87]. TH1 Zellen produzieren nach Stimulation IL-2, IFNg, LT und sind verantwortlich für
die zelluläre Immunantwort, während TH2 Zellen IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 sezernieren [88] und
dadurch die humorale Abwehr durch B-Zellen induzieren. Der dritte Typ - TH0 genannt - stellt
höchstwahrscheinlich ein Zwischenstadium auf dem Weg zur endgültigen Differenzierung dar und
produziert ein breites Spektrum von Zytokinen des TH1- wie auch des TH2-Phänotyps [89].
Tatsächlich gibt es zahlreiche Untersuchungen, bei denen durch den Einfluss von Anti-CD4 mAk eine
Verschiebung des Zytokinspektrums zum TH2- bzw. die Unterdrückung des TH1-Typs
nachgewiesen werden konnte [90-93]. Ein wichtiger Unterschied zwischen beiden T-Helferzell-
Populationen liegt in ihrer Fähigkeit, die Produktion bestimmter Ig-Isotypen durch B-Zellen zu
beeinflussen. TH1-Zellen induzieren die Bildung von Antikörpern des IgG2a-Isotyps, während die
Produktion von IgG1 und IgE durch TH2-Zellen bewirkt wird [94]. Die präventive Anti-CD4
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Behandlung der AA mit den drei verschiedenen Anti-CD4 mAk bewirkte im Falle der klinisch
effizienten Anti-CD4 mAk W3/25 und OX35 eine Abnahme der Konzentration der gegen M.t.
gerichteten Serum-Antikörper vom IgG2a-Isotyp, die Serumkonzentration der IgG1-Antikörper
blieb dagegen unbeeinflusst. Die Übereinstimmung zwischen der unterschiedlichen klinischen Effizienz
und der differentiellen Abnahme der Serum-Antikörper vom IgG2a-Typ gegen M.t. deutet auf eine
unterschiedliche Beeinflussung der TH1/TH2 Balance durch die verschiedenen Anti-CD4 mAk hin
(Tab.2.1).
(6) Unterschiede in den Isotypen der mAk
Der konstante Bereich eines Antikörpers (Fc-Teil) bestimmt den Isotyp des Moleküls. Zwischen den
einzelnen Isotypen bestehen funktionelle Unterschiede, z. B. bezüglich der Komplementbindung und
der Affinität zu den verschiedenen Fc-Rezeptoren, die im Rahmen der ADCC durch zytotoxische
Zellen eine zentrale Rolle spielen. Bekannt ist, dass IgG2a-Antikörper Komplement viel besser
binden können als Antikörper vom IgG1-Typ [95] und damit bei Behandlung eher zur Lyse der
Zellen führen. Untersuchungen zur Behandlung der experimentellen allergischen Enzephalomyelitis
(EAE) mit verschiedenen mAk derselben Spezifität, aber unterschiedlichen Isotyps belegen
tatsächlich einen möglichen Zusammenhang zwischen dem Isotyp eines mAk und dessen
therapeutischer Effizienz [96]. Auch in der o. a. vergleichenden Behandlungsstudie in der AA
erwiesen sich die beiden mAk vom IgG2a-Typ im Unterschied zu dem IgG1-mAk als depletierend.
Jedoch ergab sich bezüglich der drei verwendeten Anti-CD4 mAk keine Parallelität zwischen den
verschiedenen Isotypen und der differentiellen klinischen Effizienz (s. Tab.2.1).
In der vorliegenden Studie untersuchte Eigenschaften bzw. Effekte der Anti-CD4 mAk
(7) Affinität der mAk für das CD4 Zielmolekül
Die Affinität eines mAk beschreibt die Stärke der Bindung an sein Antigen und bestimmt, welche
Konzentration ausreichend ist, um alle Antigenbindungsstellen zu belegen (Sättigungskonzentration).
Die Affinität hat somit auch einen Einfluss darauf, wie lange ein Anti-CD4 mAk auf dem CD4-
Molekül verbleibt und die verschiedenen Effekte auf T-Zellen ausüben kann. Da die Affinität eines
mAk somit für die therapeutische Effizienz eines Anti-CD4 mAk von Bedeutung sein könnte, wurde
diese Eigenschaft in der vorliegenden Studie analysiert.
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(8) Blockierung von CD4-Molekülen auf T-Zellen in vitro
Die Bindung des Anti-CD4 mAk könnte die Antigenerkennung mittels MHC-II und TZR, bei der
das CD4-Molekül als Korezeptor dient (Abb.1), sterisch stören oder gänzlich verhindern. Diese
Blockierung könnte Signale bei der T-Zellaktivierung verändern oder inhibieren. Einen
experimentellen Ansatz zur Untersuchung dieses potentiellen Wirkmechanismus stellt die gemischte
Lymphozytenkultur (MLC) dar.
Die MLC ist ein in vitro Modell für die Abstoßungsreaktionen nach der Transplantation
fremden Gewebes. Bei der Transplantation kommt es zur Erkennung der fremdartigen MHC-
Moleküle der Klasse I und II des Spenders durch die alloreaktiven T-Zellen des Empfängers [97].
Für diese Erkennung kommen zwei unterschiedliche Mechanismen in Frage. Beim sogenannten
direkten Weg erkennen die Empfänger-T-Zellen das intakte, fremde Spender-MHC in Verbindung
mit einem Peptid im Zuge eines sog. molekularen Mimikry [98,99]. Der indirekte Weg führt über die
Prozessierung der fremden MHC-Moleküle durch die APZ des Empfängers und die Präsentation
der fremden MHC-Peptide an Empfänger-T-Zellen im Kontext mit MHC-Molekülen des
Empfängers [99,100]. Beides erfordert die intakte molekulare Architektur der T-Zellaktivierung, d.
h. des ternären Komplexes aus TZR, MHC und antigenem Peptid, wobei CD4- oder CD8-
Moleküle - je nachdem es sich um MHC II- oder MHC I-restringierte Antigenerkennung handelt -
als Korezeptor dienen und die Aktivierung verstärken [101-104]. Die MLC als Modell einer
Transplantatabstoßung lässt sich folgerichtig durch mAk gegen MHC, TZR und eben CD4 hemmen
[105] und ist in der vorliegenden Studie zur Analyse von differentiellen Effekten der drei
verschiedenen Anti-CD4 mAk, eventuell in Abhängigkeit von dem erkannten Epitop, genutzt
worden.
(9) Positives oder negatives Signal
Der zytoplasmatische Anteil des CD4-Moleküls ist über Zystein-vermittelte Wechselwirkungen mit
der Proteintyrosinkinase (PTK) p56lck verbunden und das CD4-Molekül kann somit in die
intrazelluläre Signaltransduktion eingreifen. Die Signalmechanismen in T-Zellen sind, obwohl noch
längst nicht alle Komponenten und Wege bekannt sind, sehr umfangreich und durch zahlreiche
Kreuzverbindungen zwischen den einzelnen Transduktionswegen recht komplex. Abb.4 zeigt einen
begrenzten Ausschnitt aus den Wegen und Bestandteilen der Signaltransduktion in T-Zellen, die für
das Verständnis dieser Arbeit bedeutsam sind.
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Abb.4: Schema ausgewählter Signaltransduktionswege in T-Zellen: PTK = Proteintyrosinkinase,
PLCg = Phospholipase C g, MAPK(KK) = Mitogen-aktivierte Protein-Kinase (Kinase-Kinase), PKC
= Proteinkinase C, DAG = Diacylglycerol, IP3 = Inositol-1,4,5-trisphosphat, CsA = Cyclosporin A,
CyA = Cyclophilin A, FKBP12 = FK506 bindendes Protein 12, NF-AT = nuclear factor of activated
t cells, TNFR I = TNF-Rezeptor I, TRADD = TNF-R-assoziiertes-DeathDomain-Protein, TRAF =
TNF-R-assoziierter-Faktor, RIP = Rezeptor-interagierendes Protein, NIK = NF-kB induzierende
Kinase, IKK = IkB-Kinase, IkB = Inhibitor des NF-kB, Ub = Ubiquitin, p50/p65 = NF-kB
Heterodimer (weitere Erläuterungen siehe Text).
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Der antigenspezifische TZR besteht aus den variablen a- und b-Ketten (im Falle der g/d T-Zellen
aus g- und d-Ketten), die nichtkovalent mit den g-,d- und e-Ketten des CD3 und den z-Ketten des
TZR assoziiert sind. Daneben dienen CD4- oder CD8-Moleküle als Korezeptor, je nachdem ob es
sich um T-Helferzellen oder zytotoxische T-Zellen handelt. Nach der Antigenerkennung kommt es
zur Phosphorylierung bestimmter Tyrosinreste innerhalb der sog. tyrosin-basierenden
Aktivierungsmotive (TAM) [106], die sich in den Ketten des CD3 sowie in den z-Ketten des TZR
befinden. Diese Phosphorylierung geschieht durch die PTK der src-Familie p56lck und p59fyn, die mit
dem CD4-Korezeptor bzw. dem CD3-Molekül assoziiert sind. Durch die Tyrosinphosphorylierung
der z-Ketten entsteht eine charakteristische Struktur, die von Molekülen mit sog. src-Homologie-2
(SH2) Domänen erkannt werden. Dazu gehört u.a. auch die PTK ZAP-70 (z-assoziiertes Protein).
Sie bindet an die phosphorylierten z-Ketten, wird daraufhin selbst durch src-Kinasen phosphoryliert
und damit aktiviert. Lange Zeit gab es zwischen diesem Ereignis und der Aktivierung der
Phospholipase Cg (PLCg) eine Lücke, die erst im Jahre 1998 durch die Entdeckung des ”linker for
activation of t cells” LAT geschlossen werden konnte [107,108]. Dieses transmembranale
Adapterprotein wird durch ZAP-70 effizient phosphoryliert und sorgt für das Zusammenkommen
etlicher für die Signalkaskade kritischer Moleküle an der Membran, u.a. auch der PLCg, des
Guaninnukleotid-Austauschfaktor-Komplexes Grb2/Sos und anderer Adaptermoleküle wie SLP-76
und Vav [109]. Die in der Folge in diesem Komplex aktivierte PLCg spaltet Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (PIP2) in zwei sekundäre Botenstoffe, Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG). Diese beiden Botenstoffe sind für die Erhöhung des Kalziumspiegels bzw. die
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) verantwortlich. IP3 bewirkt über die Bindung an einen Typ-
I IP3-Rezeptor die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Kalziumspeichern [110]. Daneben
gelangt auf noch unklare Weise Ca2+ von außen in die T-Zelle und die zyklische ADP-Ribose
(cADPR), ein weiterer, sekundärer Kalziumbotenstoff, führt ebenfalls zur TZR-stimulierten
Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Kalziumspeichern [111]. Die erhöhte Konzentration von
Ca2+ im Zytoplasma der T-Zelle aktiviert dann kalziumabhängige Proteine wie z.B Calcineurin, eine
Kalzium/Calmodulin-abhängige Serinphosphatase, die den Angriffspunkt der immunsuppressiven
Substanzen Cyclosporin A (CsA) und FK506 darstellt [112]. Die Funktion von Calcineurin liegt in
der Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors NF-AT (”nuclear factor of activated T cells”),
der danach durch die Kernmembran gelangen kann und z. B. an den Promoter des IL-2-Gens
bindet, um die Transkription dieses Gens auszulösen (Abb.4).
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Die Bindung von NF-AT an den IL-2 Promoter erfolgt jedoch im Zusammenspiel mit dem
Aktivatorprotein 1 (AP-1), einem Heterodimer aus den Protoonkogenen c-jun und c-fos, die
wiederum durch eine andere Signalkaskade aktiviert werden (Abb.4). Ausgangspunkt dafür ist das
kleine G-Protein Ras, welches durch TZR-Stimulation über verschiedene Adaptermoleküle wie Shc
und Grb2 und die Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren Sos oder Vav, in den aktiven Zustand
überführt wird. Ras wiederum interagiert direkt mit der Serin/Threonin-Kinase Raf-1, die in ihrer
Eigenschaft als Mitogen aktivierte Protein-Kinase-Kinase-Kinase (MAPKKK) den ersten
Bestandteil der MAPK-Kaskade bildet. Drei MAPK-Wege, welche letzlich in der Aktivierung der
extrazellulär-Signal regulierten Kinase (ERK1/2), der Jun N-terminalen Kinase (JNK) sowie der
p38 MAPK enden, wurden bereits detailliert aufgeklärt [113,114]. Die Aktivität der Kaskade führt
letztlich zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren c-jun (durch Phosphorylierung) bzw. Elk-1 und
SAP-1, die wiederum die Transkription von c-fos regulieren. C-jun und c-fos bilden dann ein
Heterodimer, das entweder allein als AP-1 oder im Komplex mit NF-AT an den IL-2 Promoter
bindet und die Transkription des IL-2-Gens bewirkt.
Ein dritter für die Funktion von T-Zellen wichtiger Transkriptionsfaktor ist NF-kB (”nuclear
factor kB”). Obwohl er durch eine Reihe extrazellulärer Stimuli aktiviert wird, konnte seine
Induktion durch TNFa und IL-1b  bisher am genauesten aufgeklärt werden [115,116]. Die Bindung
des trimeren TNF-Liganden an den TNFR-I führt zur Aggregation der ”Death” Domänen (DD) im
zytoplasmatischen Teil benachbarter Rezeptoren (Abb.4). Die zusammengeführten DD fungieren nun
als Andockstelle für einen Signalkomplex aus drei verschiedenen Proteinen: dem TNF-R assoziierten
DD-Protein (TRADD), dem TNF-R assoziierten Faktor 2 (TRAF2) und dem Rezeptor-
interagierenden Protein (RIP) [117-119]. TRAF2 ist ein Mitglied einer Familie von Signalmolekülen,
die die Bindung von weiteren Proteinen ermöglicht, z. B. der NF-kB-induzierenden Kinase (NIK) im
Falle des TNF-R [120]. NIK, eine neuartige MAPKKK, interagiert mit der IkB-Kinase (IKK) und
führt im Komplex der beiden Moleküle zur Serin-Phosphorylierung der IkB-Familie, die in ruhenden
Zellen einen Komplex mit den NF-kB-Dimeren bilden und sie damit inhibieren [121]. Durch diese
Serin-Phosphorylierung wird IkB dann ein Substrat für Ubiquitin-konjugierende Enzyme, die
wiederum eine Ubiquitinierung von Lysinresten und den anschließenden Abbau des IkB durch das
Proteasom induzieren (Übersicht in [122]). Durch diesen Vorgang wird NF-kB in freier Form
verfügbar, kann somit in den Kern gelangen, die entsprechenden NF-kB-Bindungsstellen im
Promoter verschiedener Gene (z. B. TNFa) binden und deren Transkription induzieren.
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Um auf den Ausgangspunkt eines positiven oder negativen Signals durch Anti-CD4 mAk
zurückzukommen: es existieren eine Reihe von Befunden, die für die Auslösung eines negativen
Signals in das Innere der T-Zelle nach Bindung von Anti-CD4 mAk an das CD4-Molekül sprechen.
So führt die Vorbehandlung von humanen T-Zellen mit Anti-CD4 mAk in vitro zu einer verringerten
Kalziummobilisierung und einer verminderten Proliferation durch nachfolgende Kreuzvernetzung des
CD3 [123]. Es wird vermutet, dass die Entfernung des CD4-p56lck-Komplexes vom TZR durch
CD4-Kreuzvernetzung (s. Abb.3) dessen effektive Signaltransduktion inhibiert [124], was auf die
Translokation der p56lck zum Zytoskelett zurückzuführen sein könnte [125]. Die Bindung von Anti-
CD4 mAk oder Hüllbestandteilen des HI-Virus (gp120/gp160) an das CD4-Molekül hat ebenfalls
einen negativen Einfluss auf die Bildung eines multifunktionellen Transduktionskomplexes, der für die
T-Zellaktivierung bedeutsam ist [126], und verhindert die nachfolgende Aktivierung von NF-AT,
AP-1 und NF-kB durch Stimulation mit Anti-CD3-mAk und PMA [127]. Dass die
Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls durch Anti-CD4 mAk T-Zellen suszeptibel für Apoptose durch
anschließende CD3-Stimulation macht [128], kann ebenfalls als ein starkes negatives Signal
angesehen werden.
Das CD4-Molekül ist aber durchaus auch in der Lage, positive Signale in die Zelle zu
senden. So stimuliert die Bindung eines bestimmten Anti-CD4 mAk (B66.6) T-Zellen sogar ohne
Kreuzvernetzung zur Proliferation [129]. Auch führen verschiedene Anti-CD4 mAk nach
Kreuzvernetzung zur Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration [130] oder zur Aktivierung
verschiedener Kinasen wie Raf-1, Phosphatidylinositol-4-kinase und ERK2 [131-133].
Diese unterschiedlichen Effekte verschiedener Anti-CD4 mAk könnten darauf
zurückzuführen sein, dass die Bindung an unterschiedliche Epitope des CD4-Moleküls
unterschiedliche Signale auslöst, z. B. auf der Basis von differentiellen Konformationsänderungen,
wie sie kürzlich für den Aspartatrezeptor beschrieben wurden [134]. Befunde zur Signaltransduktion
in einer humanen T-Zelllinie nach Inkubation mit vier verschiedenen Anti-CD4 mAk, die alle
verschiedene Epitope erkennen und differentielle Effekte auf T-Zell-Funktionen in vitro haben
[135], unterstützen diese Vermutung.
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2.3 Fragestellung und experimentelles Design
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, aufbauend auf den o. a. Ergebnissen zur präventiven Therapie
der AA mit Anti-CD4 mAk, die unterschiedliche Wirkung von verschiedenen Anti-CD4 mAk auf
die Funktionen bzw. die Signaltransduktion von T-Zellen zu untersuchen. Entscheidend dabei war die
Überlegung, dass die unterschiedlichen Effekte von verschiedenen Anti-CD4 mAk auf T-Zellen
möglicherweise auf die Bindung an verschiedene Epitope des CD4-Moleküls zurückzuführen sein
könnten. Die differentielle klinische Effizienz der drei Anti-CD4 mAk mit unterschiedlicher
Epitopspezifität in vivo warf einige Fragen auf, die durch entsprechende in vitro Untersuchungen
beantwortet werden sollten:
(1) Gibt es Unterschiede in der Affinität der drei Anti-CD4 mAk, die eine Parallele zur klinischen
Effizienz aufweisen?
(2) Haben die drei Anti-CD4 mAk unterschiedliche Effekte in der Beeinflussung der Proliferation
von T-Zellen in einem MHC-abhängigen in vitro Stimulationsmodell (MLC)?
(3) Gibt es differentielle Effekte der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk bezüglich des Musters und
der Menge der Zytokine, die von CD4+-T-Zellen produziert werden?
(4) Sind die drei Anti-CD4 mAk in der Lage, in T-Zellen programmierten Zelltod (Apoptose) zu
induzieren und gibt es dabei Unterschiede zwischen den mAk, die im Zusammenhang mit der
unterschiedlichen klinischen Effizienz stehen könnten?
(5) Gibt es Unterschiede in der Beeinflussung intrazellulärer Signaltransduktionskaskaden durch die
verschiedenen Anti-CD4 mAk?
Für die Bestimmung der Affinität (1) sollten die Anti-CD4 mAk zunächst hoch gereinigt werden und
ihre Affinitäten dann unter Einsatz von löslichem CD4 mit einem BIAcore-Gerät bestimmt werden.
Der Einfluss der Anti-CD4 mAk auf die MLC (2) sollte durch Proliferationsassays mit verschiedenen
T-Zellpopulationen unter Variation der Stimulatorzelldichte bzw. der Konzentration der Anti-CD4
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mAk geprüft werden. Mögliche Effekte der Anti-CD4 mAk auf die Zytokinsekretion CD4+-T-Zellen
(3) sollten nach unterschiedlichen Stimulationen (alleinige Kreuzvernetzung nach Inkubation mit Anti-
CD4 mAk bzw. TZR-Stimulation nach CD4-Vorbehandlung) in einem T-Zellklon (A2b) und in
primären CD4+-T-Zellen aus der Rattenmilz untersucht werden. Dabei sollte sowohl die Sekretion
der Zytokine in das Kulturmedium mittels ELISA oder Bioassay, als auch die intrazelluläre
Zytokinproduktion mittels Durchflußzytofluorometrie bestimmt werden. Zur Beantwortung der Frage
(4) sollte die Fragmentierung der DNA als Beleg für die Apoptoseinduktion nach Inkubation mit
Anti-CD4 mAk und nachfolgende TZR-Stimulation in primären CD4+-T-Zellen untersucht werden.
Der Einfluss der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk auf die Signaltransduktion (5) sollte zunächst
bezüglich der frühen Ereignisse wie Tyrosinphosporylierung und Kalziummobilisierung und dann
bezüglich der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren als Endpunkt verschiedener Signalkaskaden
analysiert werden, die eventuell Rückschlüsse auf Effekte der Anti-CD4 mAk in den involvierten
Signaltransduktionswegen zulassen.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Antikörper, rekombinante Zytokine, Plasmide
Tab.3.1: Verwendete Antikörper
Bezeichnung (Antigen) Klon Isotyp Markierung Quelle
Maus-IgG1-Myelom MOPC21 IgG1 - Sigma, Deisenhofen,
Deutschland
Maus-IgG2a-Myelom UPC10 IgG2a - Sigma
Maus-anti-Glukoseoxidase IgG1 FITC / PE Dako, Hamburg,
Deutschland
Maus-anti-Glukoseoxidase IgG2a PE Dako
Maus-anti-Ratte CD8 OX8 IgG1 - Serotec, Oxford,
Großbritannien
Maus-anti-Ratte CD3 G4.18 IgG3 - PharMingen, Hamburg,
Deutschland
Maus-anti-Ratte TZRa/b R73 IgG1 - Dr. T. Hünig, Würzburg,
Deutschland
Kan.-anti-Ratte IL-2 - - PharMingen
Maus-anti-Ratte IL-2 A38-3 IgG1 Biotin PharMingen
Maus-anti-Ratte IL-10 A5-7 IgG1 - PharMingen
Maus-anti-Ratte IL-10 A5-6 IgG1 Biotin PharMingen
Maus-anti-Ratte IL-10 A5-4 IgG2b PE PharMingen
Maus-anti-Ratte IFNg DB1 IgG1 - Laboserv, Staufenberg,
Deutschland
Kan.-anti-Ratte IFNg - - Biotin* IC-Chemikalien, Ismaning,
Deutschland
Maus-anti-Ratte IFNg DB1 IgG1 FITC Serotec
Maus-anti-Ratte IL-4 OX81 IgG1 - Biosource, Ratingen,
Deutschland
Kan.-anti-Ratte IL-4 - - Biotin* Biosource
Maus-anti-Ratte IL-4 OX81 IgG1 PE PharMingen
Maus-anti-Ratte TNFa 45418.111 IgG1 - R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland
Maus-anti-p56lck 3A5 IgG2b - St. Cruz, Heidelberg,
Deutschland
Maus-anti-p59fyn 15 IgG1 - St. Cruz
Maus-anti-Phosphotyrosin PY20 IgG1 - Transduction Laboratories,
Lexington, USA
Kan.-anti-Shc - - - Transduction Laboratories
Ziege-anti-Maus IgG
(ZAM)
- - - Jackson Research Lab,
West Grove, USA
Ziege-anti-Kan. IgG(ZAK) - - HRP Jackson Research Lab
Ziege-anti-Maus IgG - - HRP Sigma
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*Diese Antikörper wurden mit Biotinamidocapronsäure-N-hydroxysuccinimidester (Sigma) in 0,05 M
Natriumbikarbonat-Puffer, pH 8,5 biotinyliert und anschließend durch Ultrafiltration mittels Centricon-30
(Millipore, Eschborn, Deutschland) von nicht umgesetztem Biotin gereinigt.
Rekombinante Zytokine
- rekombinantes Ratten-IL-2 (rrIL-2), PharMingen
- rekombinantes Ratten-IL-10 (rrIL-10), PharMingen
- rekombinantes Ratten-IL-4 (rrIL-4), PharMingen
- rekombinantes Ratten-IFNg (rrIFNg), Laboserv
- rekombinantes human-TNFa (rhTNFa), R&D Systems
 
 Plasmide
 NF-ATluc wurde durch Subklonierung eines Fragmentes von NF-AT/CAT [136], welches drei
NF-AT-Bindungsstellen aus dem IL-2-Promotor (Region -255 bis -285) in Serie enthält, in den
Luciferase Promotor-Insertionsvektor pUBT-luc [137] erhalten und freundlicherweise von Prof.
C.T. Baldari, Universität Siena [138] zur Verfügung gestellt.
 
 3.2 Transformation von E. coli und Plasmidpräparation
 
 Die nach HANAHAN [139] hergestellten, kompetenten E. coli-Bakterien vom Stamm JM83 wurden
zu 50 µl aliquotiert und bei -70 °C eingefroren. Zur Transformation wurden 100 µl kompetente E.
coli mit 50 ng DNA 30 min auf Eis inkubiert, anschließend für 50 s auf 42 °C erhitzt und sofort
wieder für 5 min auf Eis gestellt. Die Bakterien wurden mit 900 µl Luria-Broth-Medium (LB,
GIBCO-BRL, Karlsruhe, Deutschland), das 20 mM Glukose enthielt, verdünnt und für 1 h bei 37
°C geschüttelt. Diese Vorkultur wurde auf LB-Agar-Platten mit Ampizillin in einer Konzentration von
60 µg/ml ausplattiert und für 16 h bei 37 °C bebrütet. Eine einzelne Kolonie wurde dann mit einer
Impföse von der Agarplatte entnommen und über Nacht (ÜN) in einer 500-ml-Kultur (LB-
Ampicillin) vermehrt. Die Plasmid-DNA wurde dann mit einem Plasmid-Maxi-Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) nach Angaben des Herstellers isoliert und durch Restriktionsverdau analysiert. Die
Konzentration und Reinheit der DNA wurde spektrophotometrisch durch Messung der Extinktion
bei 260 nm (O.D. = 1 entspricht einer Konzentration von 50 µg/ml dsDNA) bzw. durch Messung
des Verhältnisses der Extinktionen bei 260/280 nm (ca. 1,8 für eine reine Präparation) bestimmt.
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 3.3 Kultivierung von Zellen
 
 Zur Zellkultur wurden folgende Medien verwendet:
- R10F: Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) mit Glutamax-I, 100 µg/ml
Streptomyzin, 100 U/ml Penizillin, 15 mM HEPES und 10 % hitzeinaktiviertem, fötalen
Kälberserum (FKS; alle von GIBCO-BRL).
- R10F-ME: R10F mit 0,05 mM Mercaptoethanol (GIBCO-BRL)
- D10F: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium mit Glutamax-I, 4,5 g/l Glukose und Pyridoxin,
ohne Natriumpyruvat (DMEM, GIBCO-BRL), 100 µg/ml Streptomyzin, 100 U/ml Penizillin, 15
mM HEPES und 10 % FKS
 
 Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit Kontaminationsverschluss (50, 250 oder 650 ml), 24
Lochplatten, 96 Loch-Flach- und Rundbodenplatten (Greiner, Frickenhausen, Deutschland) oder
Petrischalen (FalconÒ, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) kultiviert. Die Inkubation
erfolgte in einem CO2-Begasungsbrutschrank für Zell- und Gewebekulturen (B5061 EC/CO2;
Heraeus, Hanau, Deutschland) mit 5 % CO2, 37 °C und 90 % relativer Luftfeuchte.
 
 Herstellung von IL-2 haltigem Zellkulturüberstand (IL-2 SUP):
 Eine Suspension von Rattenmilzzellen (Lewis) in R10F wurde in einer Dichte von 2 x 106
Zellen/ml mit 2,5 µg/ml Concanavalin A (ConA; Sigma, Deisenhofen, Deutschland) für 48 h im
Brutschrank inkubiert. Der Überstand (IL-2 SUP) wurde bei 900 x g für 10 min zentrifugiert, um
die Zellen zu entfernen, anschließend aliquotiert und bei -20 °C eingefroren.
 
 Gewinnung von ”feeder”-Zellen
 Aus dem Thymus von Lewis-Ratten wurde eine Einzelzellsuspension hergestellt und zweimal mit
RPMI1640 gewaschen (Zentrifugation 160 x g für 10 min). Die Zellen wurden dann bis zum
Gebrauch in 1-ml-Aliquoten von 5 x 107/ml in FKS/10 % DMSO bei -70 °C eingefroren. Nach
dem Auftauen wurden die Zellen mit 15 Gy bestrahlt (Gamma-Bestrahler OB29/4, STS,




 Der ursprünglich als arthritogen beschriebene Ratten T-Zellklon A2b (freundlicherweise von Dr. A.
Lohse, Universität Mainz, zur Verfügung gestellt) ist CD4-positiv, CD8-negativ und erkennt ein
Peptid des Hitzeschockproteins HSP65 von Mycobacterium tuberculosis [73,140]. Die
Kultivierung erfolgte in R10F-ME. Der Klon wurde initial für 2 d in einer Dichte von 1 x 106/ml
A2b-Zellen und 5 x 106/ml ”feeder”-Zellen polyspezifisch mit 1 µg/ml ConA restimuliert. Dann
wurden die Zellen mit RPMI gewaschen und in einer Konzentration von 1 x 106 Zellen/ml in R10F-
ME + 10 % IL-2 SUP in 24 Lochplatten ausgesät. Je nach Wachstum wurden die Zellen alle 2-3 d
im Verhältnis von 1:2 mit R10F-ME + 10 % IL-2 SUP verdünnt. Für Experimente wurden die
Zellen in der Regel 14 bis 21 d nach der initialen Restimulation verwendet.
 
 Das Ratte´Ratte-T-Zellhybridom A2bH ist eine durch Fusion des Klons A2b mit dem Ratten-T-
Lymphom W/Fu(C58NT)D immortalisierte Zelllinie [141]. Sie exprimiert CD4, CD5, TZRa/b
sowie MHC II und wurde freundlicherweise von Prof. W. van Eden, Universität Utrecht,
Niederlande, zur Verfügung gestellt. Die Zellen wurden in D10F kultiviert und alle 2 d im Verhältnis
von 1:5 verdünnt.
 
 Die Zelllinie WEHI164/13 ist ein Subklon der WEHI164 Linie [142]. Die ursprüngliche
Fibrosarkom-Zelllinie WEHI164 reagiert nach Behandlung mit Aktinomyzin D auf TNFa/b-Zugabe
mit Lyse. Der Subklon WEHI164/13 reagiert ebenfalls auf TNFa/b , und zwar mit einer 1000fach
höheren Sensitivität als WEHI164 und ohne vorherige Behandlung mit Aktinomyzin D. Die adhärente
Zelllinie wurde in 250-ml-Zellkulturflaschen in einer Konzentration von 1 x 106 Zellen in 10 ml R10F
ausgesät und bis zur Konfluenz im Brutschrank kultiviert. Alle 2 d erfolgte ein Wechsel des
Mediums.
 
 3.4 Tiere und Haltungsbedingungen
 
 Weibliche Inzucht-Lewis-Ratten sowie weibliche Inzucht-WiProb-Ratten aus dem Medizinisch-
Experimentellen Zentrum (MEZ) der Universität Leipzig wurden im Alter von 8-10 Wochen in den
Tierstall des Instituts für Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin/Nord umgesetzt. Dort
wurden sie zu zweit unter Standardbedingungen (22 °C, 60 % Luftfeuchte), bei einem 12 h /12 h
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Tag-Nacht-Wechsel in einem Käfig gehalten. Sie erhielten Standard-Nagerhaltungs-Diätpellets
(Altromin, Lage-Lippe, Deutschland) und Wasser ad libitum.
 
 3.5 Reinigung der monoklonalen Anti-Ratte-CD4-Antikörper (mAk)
 
 Die Anti-CD4 mAk OX35 (Maus IgG2a; freundlicherweise von Dr. M. Billingham, Lilly Research,
Windlesham, Großbritannien, zur Verfügung gestellt) und RIB5/2 (Maus IgG2a; freundlicherweise
von Dr. M. Lehmann, Universität Rostock, zur Verfügung gestellt) wurden aus Aszites bzw.
Zellkulturüberstand mittels Affinitätschromatographie durch Bindung an Protein-A-Sepharose
gereinigt. Der Aszites wurde zuerst mittels Filtration über Glaswolle von Lipiden befreit.
Kulturüberstand und Aszites wurden dann durch Fällung mit 50% Ammoniumsulfat konzentriert und
anschließend in 0,05 M Tris/HCl-Puffer, pH 8,6, 0,015 M NaCl gelöst. Die Lösung wurde auf eine
Säule mit Tris/HCl-Puffer äquilibrierter Protein-A-Sepharose FastFlow (Pharmacia, Freiburg,
Deutschland) aufgetragen. Dabei binden die mAk über ihren Fc-Teil an das immobilisierte Protein A
und Nicht-Immunglobulin-Proteine werden ausgewaschen. Eine Verringerung des pH durch Wechsel
zu einem 0,05 M Zitratpuffer, pH 3,5, 0,015 M NaCl führt zur Lösung der Bindung Protein A/mAk
und zur Elution des reinen Immunglobulins.
 Die Reinigung des mAk W3/25 (Maus IgG1; freundlicherweise von Dr. M. Castell,
Universität Barcelona, Spanien, zur Verfügung gestellt) aus Aszites erfolgte analog über Protein-G-
Sepharose FastFlow (Pharmacia), da mAk vom IgG1-Isotyp nur schlecht an Protein A binden. Als
Probenpuffer wurde hier Phosphatpuffer nach SÖRENSEN 0,1 M, pH 7,0 benutzt. Die Elution des
mAk erfolgte mit Glyzin-HCl-Puffer 0,1 M, pH 2,7.
 Intaktheit und Reinheit der mAk wurde mittels SDS-PAGE und Coomassie- bzw. Silberfärbung, die
Proteinkonzentration mit dem BRADFORD-Test [143] bestimmt.
 
 3.6 Affinitätsbestimmung der Anti-CD4 mAk
 
 Die Bestimmung der Affinitäten der verschiedenen mAk zu löslichem Ratten-CD4 (sCD4,
freundlicherweise von Prof. N. Barclay, Oxford, Großbritannien zur Verfügung gestellt) erfolgte in
Zusammenarbeit mit C. Volponi und Prof. J. Kuhlmann am Max-Planck-Institut für molekulare
Physiologie, Dortmund.
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 Dazu wurde die Methode der Oberflächen-Plasmon-Resonanz-Detektion [144] benutzt, die
Messung erfolgte an einem BIAcore-Gerät (Pharmacia) [145]. Das Instrument besteht aus einer
Sensorzelle, in der ein Ligand (in unserem Fall einer der verschiedenen Anti-CD4 mAk) an einen mit
einer hydrophilen Matrix beschichtetem Goldchip immobilisiert ist. Ein Mikroflusssystem ermöglicht
die Applikation von freiem Liganden in der mobilen Phase. Über dem Sensorchip befindet sich ein
Prisma, welches das eingestrahlte, polarisierte Licht auf den Chip bündelt und danach auf eine Reihe
von Diodendetektoren ablenkt. Nach einer Bindung von Ligand an den Chip, d. h. an den darauf
befindlichen mAk, ändert sich der Reflexionswinkel des Lichtes, was auf eine Energieerhöhung durch
Plasmaresonanz zurückzuführen ist.
 Die Anti-CD4 mAk wurden an die mit Ziege-anti-Maus-IgG-Fc-Serum (ZAMIF) kovalent
beladene BIAcore-Oberfläche gebunden und mit Puffer mit verschiedenen Konzentrationen von
sCD4 (10 - 200 nM) inkubiert. Nach jedem Lauf erfolgte eine Regeneration der ZAMIF-Matrix mit
Glyzin/SDS und die Neubeladung mit mAk. Laufpuffer war 10 mM HEPES, pH 7,4, 150 mM
NaCl, 5 mM MgCl2, 0,005 % (v/v) des nichtionischen Detergenz Igepal.
 
 3.7 FACS-Analyse zur Epitopbestimmung (kompetitive mAk-Bindung)
 
 Der Anti-CD4-mAk RIB5/2 wurde mit Fluoreszeinisothiozyanat (FITC, Janssen Chimica, Beeerse,
Belgien) in Markierungspuffer (0,05 M Borsäure, 0,2 M NaCl, pH 9,2 mit NaOH) markiert.
Ungebundenes FITC wurde durch Ultrafiltration mittels Centricon-30 entfernt. Für die kompetiven
Bindungsstudien wurden 5 x 105 Zellen (A2b) mit verschiedenen Verdünnungen des
Kulturüberstandes von OX65 (1,8 µg/ml, Maus IgG1; freundlicherweise von Prof. N. Barclay
zurVerfügung gestellt) bzw. von gereinigtem RIB5/2 (1 mg/ml) oder W3/25 mAk (1,5 mg/ml)
versetzt (5 min, RT), gefolgt von FITC-markiertem RIB5/2 in sättigender Konzentration (nach
vorheriger FACS-Analyse eine Verdünnung von 1:250). Nach Inkubation bei 4 °C für 30 min
wurden die Zellen dreimal mit FACS-PBS (PBS, 1 % FKS, 0,01 % NaN3) gewaschen und
schließlich in 500 µl FACS-PBS aufgenommen. Die Zellen wurden dann mit Hilfe eines FACScanâ
Durchflusszytometers (Becton Dickinson) analysiert. Aufgrund von Größe und Granularität wurden
mit dem Programm CellQuest (Becton Dickinson) entsprechende Felder gesetzt, um ausschließlich
lebende Zellen zu erfassen. Aus diesen Feldern wurden dann 10.000 Ereignisse registriert, die
Resultate als Histogramm dargestellt und ausgewertet.
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 3.8 Aufreinigung von verschiedenen Zellpopulationen aus Milzzellen der Ratte
 
 3.8.1 Gewinnung von Gesamt-T-Zellen
 
 Einer durch CO2-Inhalation getöteten Ratte wurde unter sterilen Bedingungen die Milz entnommen
und sofort in R10F-Medium überführt. Das Organ wurde mittels eines Spritzenstempels durch ein
engmaschiges Edelstahlsieb (100 mesh) in eine Petrischale gedrückt, die resultierende Zellsuspension
mit einer Pipette aufgesaugt und nochmals durch das Sieb gespült.
 Die Zellsuspension wurde anschließend auf 10 ml ‘Lymphoprep’ (Nycomed, Oslo,
Norwegen) aufgetragen und durch Zentrifugation bei 996 x g für 15 min bei 22 °C aufgetrennt. Die
dadurch entstehende Interphase enthält die mononukleären Zellen und wurde vorsichtig abgesaugt.
Nach dem Auffüllen mit RPMI1640 wurden die Zellen bei 403 x g für 10 min bei 22 °C zentrifugiert,
der Überstand verworfen und das Zellpellet in RPMI1640 resuspendiert. Der zweite Waschschritt
erfolgte bei 160 x g für 10 min bei 22 °C. Das resultierende Zellpellet wurde in 2 ml R10F
suspendiert und auf eine vorbereitete Nylonwollsäule aufgetragen. Zur Herstellung dieser Säule
wurden 1,2 g Nylonwolle (Polyscience, Eppelheim, Deutschland) gezupft, locker in eine 10-ml-
Spritze gestopft und autoklaviert. Vor Benutzung wurde die Nylonwollsäule mit R10F äquilibriert
und für 2 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach dem Auftragen der Zellen wurde erneut für 1
½ h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Dabei adhärieren Monozyten und Makrophagen sowie B-
Zellen an die Nylonwolle, und die nichtadhärierenden T-Zellen können mit 37 °C-warmem R10F
eluiert werden. Die ersten 3 ml Eluat wurden verworfen, anschließend wurden insgesamt 14 ml
eluiert. Dann wurde die Zellzahl in der Suspension bestimmt und die Zellen entweder als Gesamt-T-
Zellen eingesetzt oder einer weiteren Reinigung zur Isolierung von Subpopulationen unterworfen.
 
 3.8.2 Gewinnung von CD4+- und CD8+-T-Zellen
 
 Für die Reinigung der CD4+-T-Helferzellen wurden die CD8+-Zellen, bzw. zur Reinigung der CD8+
zytotoxischen T-Zellen wurden die CD4+ Zellen mittels eines mAk gegen den entsprechenden
Oberflächenmarker markiert. Dazu wurden 1 x 107 Gesamt-T-Zellen entweder mit 5 µg OX8 (anti-
CD8 mAk) oder mit 10 µg W3/25 (anti-CD4 mAk) für 30 min bei 4 °C inkubiert. Anschließend
wurden die Zellen mit 10 ml eiskaltem R10F gewaschen, um nicht gebundene mAk zu entfernen, und
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danach mit 25 µl bzw. 50 µl Ziege-anti-Maus-IgG Dynabeads M450 (Dynal, Hamburg,
Deutschland) erneut für 30 min bei 4 °C inkubiert. Die markierten Zellen wurden dann mittels eines
Magneten (MCP, Dynal) aus der Suspension entfernt. Die Reinheit der in der Suspension
verbleibenden Zellpopulationen betrug regelmäßig ³ 95 % (durch FACS-Analyse bestimmt).
 
 3.8.3 Anreicherung von dendritischen Zellen
 
 Eine wie unter 3.8.1 gewonnene Milzzellsuspension wurde über Nacht (ÜN) in Petrischalen im
Brutschrank gelagert, damit die Monozyten/Makrophagen an die Schale adhärieren und die
dendritischen Zellen (DC) ihre typischen Fortsätze ausbilden konnten. Nach dem Abnehmen der die
DC enthaltenden, nichtadhärenten Zellen aus der Petrischale wurde die Zellsuspension auf 2 ml einer
sterilen 14,5 %igen (w/v) Lösung von Metrizamid (Sigma) in R10F aufgetragen und für 10 min bei
600 x g und 20 °C ohne Bremse zentrifugiert. Die Interphase wurde abgesaugt, die Zellen mit
RPMI1640 auf 50 ml aufgefüllt und bei 403 x g für 10 min bei 20 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde
danach noch einmal gewaschen (Zentrifugation bei 160 x g für 10 min bei 20 °C).
 Nach Literaturangaben weisen die DC eine Reinheit von ca. 70-80 % auf [146]. Sie wurden
mit 15 Gy bestrahlt, um ihre Proliferation beim Einsatz als allogene Stimulator-Zellen zu verhindern.
 
 3.9 Gemischte Lymphozytenkultur und Proliferationsmessungen
 
 Für die primäre gemischte Lymphozytenkultur (1° MLC, ”mixed lymphocyte culture”) wurden
Gesamt-T-Zellen oder CD4+-T-Zellen aus Milzen von Lewis-Ratten in R10F zu 4 x 105 Zellen pro
100 µl /Loch in 96 Loch-Flachbodenplatten ausgesät und mit den anti-CD4-mAk W3/25, RIB5/2
und OX35 bzw. den Isotyp-Kontrollantikörpern MOPC21 oder UPC10 (jeweils 1, 5 oder 10
µg/ml) versetzt. Nach einstündiger Inkubation im Brutschrank wurden DC aus Milzen von WiProb-
Ratten in Konzentrationen von 1, 2 oder 4 x 104 Zellen pro 100 µl /Loch hinzugefügt. Die Zellen
wurden dann insgesamt für 88 h im Brutschrank inkubiert, für die letzten 16 h wurde
Bromdesoxyuridin (BrdU) zugesetzt.
 Die Messung der Proliferation erfolgte mit dem Zellproliferations-ELISA, BrdU (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Dabei wird das in die DNA
eingebaute BrdU nach Fixierung der Zellen und Denaturierung der DNA durch einen spezifischen,
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mit Peroxidase markierten anti-BrdU-Antikörper erkannt. Der resultierende Immunkomplex wird
anschließend anhand der Umsetzung des Substrates Tetramethylbenzidin (TMB) durch die
Peroxidase detektiert und die Menge des BrdU durch Messung der Extinktion im ELISA-Reader
bei 370 nm (Referenz 550 nm) bestimmt. Die Messung der Proliferation von CD8+-T-Zellen erfolgte
analog den Gesamt- und CD4+-T-Zellen, wegen der geringen Ausbeute aus der Reinigung jedoch
mit 1 x 104 T-Zellen/Loch und 0,5, 1 bzw. 2 x 104 DC/Loch. Auf Grund der höheren Sensitivität bei
geringen Zellzahlen wurde für die letzten 16 h der Inkubationszeit statt BrdU 1 µCi/Loch 3H-
Thymidin (Hartmann Analytics, Braunschweig, Deutschland) zugesetzt. Die Zellen wurden
anschließend auf Filterpapier geerntet und die aufgenommene, zellgebundene Radioaktivität in einem
b-Zähler (Matrix-96; Canberra Packard, Dreieich, Deutschland) gemessen.
 Zur Messung von in der sekundären MLC (2° MLC) freigesetzten Zytokinen wurden 2 x
106 Lewis CD4+-T-Zellen mit 1 x 105 bestrahlten WiProb Milzzellen unter Zusatz von jeweils 5
µg/ml Anti-CD4 mAk in einer 1° MLC kultiviert, nach 72 h geerntet, in R10F gewaschen und ohne
Zugabe von Anti-CD4 mAk mit frisch präparierten, bestrahlten WiProb Milzzellen in einer 2° MLC
restimuliert. Nach 16, 24, 48 sowie 72 h der 2° MLC wurden die Überstände abgenommen und
sofort bei -20 °C eingefroren.
 
 3.10 Stimulation von T-Zellen durch Inkubation mit Anti-CD4 mAk und anschließende 
Kreuzvernetzung
 
 3.10.1 Generation von T-Zellblasten
 
 Gereinigte CD4+-T-Zellen aus der Milz von Lewis-Ratten (siehe 3.8.) wurden in einer Dichte von 1
x 106/Loch in R10F + 10 % IL-2 SUP in 24-Lochplatten ausgesät, die vorher bei 4 °C ÜN mit 2,5
µg/ml R73-mAk in Natriumbikarbonatpuffer (0,1 M) beschichtet wurden. Die Stimulation durch den
immobilisierten anti-TZR-mAk unter Zusatz von IL-2 führte zur Aktivierung der T-Zellen und zur






 3.10.2 Kreuzvernetzung von CD4 auf dem T-Zellklon A2b und primären CD4+-T-Zellen
 
 A2b-Zellen oder gereinigte CD4+-T-Zellen bzw. T-Zellblasten wurden gewaschen und in einer
Dichte von 1 x 107/ml in R10F resuspendiert. Je 1 ml dieser Suspension wurde mit 10 µg der Anti-
CD4-mAk bzw. Isotypkontrollantikörper versetzt und bei 4 °C für 30 min unter Bewegung
inkubiert. Nach einmaligem Waschen wurden die Zellen entweder mit 20 µg/ml ZAM für 1 h bei 37
°C zur Kreuzvernetzung inkubiert und danach in Anti-CD3- oder R73-beschichtete Zellkulturplatten
ausgesät (CD4-Vorbehandlung) oder das CD4-Molekül auf den Zellen wurde direkt in mit ZAM
beschichteten Platten kreuzvernetzt. Die Kreuzvernetzung durch festphasenadsorbierte mAk erfolgte
jeweils mit 1 x 106 Zellen/500 µl und Loch einer 24-Lochplatte. Zur Untersuchung sezernierter
Zytokine wurden die Überstände nach 24 h bzw. 48 h geerntet, sofort in flüssigem N2
schockgefroren und bei -70 °C aufbewahrt. Für einige Experimente wurden die Zellen nach der
CD4-Vorbehandlung und folgender TZR-Stimulation einmal in PBS/1% FKS gewaschen und
entsprechend Abschnitt 3.11.3 für die Analyse von intrazellulären Zytokinen weiterbehandelt.
 




 Puffer und Reagenzien:
 Beschichtungspuffer: 0,1 M Natriumbikarbonat in A. dest.
 Blockierungspuffer: 3 % Rinderserumalbumin (RSA, Serva, Heidelberg, Deutschland)
in PBS
 Waschpuffer: PBS, 0,05 % Tween-20, 0,01 % Natriumazid
 Assaypuffer: PBS, 10 % FKS
 Substrat: p-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz Hexahydrat (Sigma), 2 mg/ml
in Substratpuffer
 Substratpuffer: 1 M Diethanolamin, 0,5 mM MgCl2 x 6 H2O, 100 mg/l NaN3, 
pH 9,8 (mit konz. HCl)
 Streptavidin/Alkalische Phosphatase (SA/AP, Dianova, Hamburg, Deutschland)
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 Für die Bestimmung der Zytokine IL-2, IFNg, IL-10 und IL-4 wurde die Sandwich-ELISA
Methode verwendet. Dafür wurden 96 Loch-Flachboden-Platten ”MaxiSorp” (Nunc, Wiesbaden,
Deutschland) ÜN bei 4 °C mit 50 µl/Loch Wand-Antikörper in Beschichtungspuffer in folgenden
Konzentrationen inkubiert: 2 µg/ml anti-IL-2 oder anti-IL-4, 0,5 µg/ml anti-IFNg sowie 1 µg/ml anti-
IL-10. Nach dem Ausklopfen der Platten wurden freie Bindungsstellen mit 350 µl/Loch
Blockierungspuffer bei RT für 2 h abgesättigt. Dem viermaligen Waschen mit Waschpuffer folgte die
Applikation von je 50 µl Zellkulturproben bzw. Standards, d. h. 5000 - 39,06 pg/ml von rrIL-2,
rrIL-10 oder rrIFNg bzw. 2500 - 19,53 pg/ml von rrIL-4 in 1:2 Schritten mit R10F verdünnt. Nach
vierstündiger Inkubation in einer feuchten Kammer bei RT wurden die Platten abermals viermal
gewaschen und mit 50 µl/Loch biotinyliertem Detektor-Antikörper, verdünnt in Assaypuffer (1 µg/ml
anti-IL-2, anti-IL-10, anti-IFNg und 5 µg/ml anti-IL-4), versetzt. Zur Detektion gebundener
Antikörper wurden nach 1½ stündiger Inkubation bei RT und viermaligem Waschen jeweils 60 µl
SA/AP (1:4000 verdünnt in Assaypuffer) aufgetragen. Nach 40-minütiger Inkubation bei RT wurden
die Platten achtmal gewaschen und anschließend in jedes Loch 100 µl Substratlösung pipettiert. Die
Extinktion wurde nach 1 bis 4stündiger Inkubation im Dunkeln bei RT in einem ELISA-Reader
(Rainbow, SLT, Crailsheim, Deutschland) bei 405 nm (Referenzwellenlänge 620 nm) bestimmt. Aus
den Extinktionswerten wurden mittels der Standardkurve durch das Programm EasyFit (SLT) die
Konzentrationen der Zytokine berechnet.
 
 3.11.2 Bioassay zur Bestimmung von TNFa
 
 In 96 Loch-Flachbodenplatten wurden 2 x 104 WEHI164/13 Zellen/100 µl und Loch in R10F
ausgesät. Nach 16 h wurde das Medium abgesaugt und 50 µl/Loch frisches R10F zugegeben.
Anschließend wurden je 50 µl des Standards (rhTNFa, 1000 - 1,95 pg/ml in 1:2 Schritten in R10F
verdünnt) bzw. der Zellkulturüberstände pipettiert und die Platten für 24 h im Brutschrank inkubiert.
Im Anschluss wurden 10 µl /Loch einer Lösung von 5 mg/ml MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-
2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid, Serva) in PBS zugegeben und die Platten nochmals bei 37 °C
für 4 h inkubiert. Die enzymatische Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen, die als direktes Maß
für die Zellvitalität gelten kann, führt zur Spaltung des Tetrazoliumringes und damit zur Bildung eines
unlöslichen Formazans. Zur Lösung der blauen Formazankristalle wurden jeweils 100 µl /Loch
SDS/DMF zugesetzt (40 g SDS in 100 ml DMF und 100 ml A. dest., pH 4,7 mit Essigsäure). Die
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Extinktion wurde dann bei 570 nm im ELISA-Reader bestimmt, wobei zu beachten ist, dass niedrige
Extinktionswerte für eine hohe Konzentration an TNFa stehen. Aus der mitgeführten Standardkurve
wurde mittels des EasyFit-Programms die Konzentration an freigesetztem TNFa errechnet.
 
 3.11.3 Intrazelluläre Zytokinfärbung (ICC)
 
 Die nach 3.10.2 stimulierten Zellen (ohne Zugabe eines Golgi-Transportinhibitors wie Monensin!)
wurden einmal in FACS-PBS gewaschen und durch Zugabe von 500 µl eiskaltem Paraformaldehyd
(PFA; 4 % in PBS) für 15 min bei 4 °C fixiert. Danach wurde dreimal mit FACS-PBS gewaschen
(4 °C, 338 x g, 6 min) und das Zellpellet in 1 ml Permeabilisierungspuffer (0,5 % Saponin in FACS-
PBS), dem zur Blockierung unspezifischer Antikörperbindung 10 % Rattenserum zugesetzt war, für
10 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden dann mit Permeabilisierungspuffer gewaschen und
jeweils 5 x 105 bis 1 x 106 Zellen in ein Probenröhrchen gegeben. Anschließend wurden die Zellen
mit direktmarkierten Anti-Zytokin- oder Isotypkontroll-Antikörpern (0,5 bis 1 µg/ml in
Permeabilisierungspuffer verdünnt) versetzt und bei 4 °C für 30 min im Dunkeln inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit Permeabilisierungspuffer wurden die Zellen in FACS-PBS resuspendiert
und anschließend im FACScanÒ Durchflusszytometer vermessen. Aufgrund von Größe und
Granularität wurden Felder gesetzt, um ausschließlich intakte Zellen zu erfassen. Die
Fluoreszenzsignale wurden so verstärkt, dass Autofluoreszenz und Isotypkontroll-Ansätze sich
weitgehend in der ersten Dekade der logarithmischen Fluoreszenzskala befanden. Die spektrale
Überlappung der Fluorochrome FITC und PE wurde mittels einfach gefärbten Kontrollansätzen
kompensiert. Es wurden dann 10.000 Ereignisse registriert, die Resultate mit dem Programm
CellQuest als Histogramm dargestellt und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte mit der ”Intercept”-
Technik, d. h. Marker (Histogramm) wurden an den Schnittpunkt zwischen Isotypkontollkurve und
die Kurve der ICC gelegt. Die Anzahl der positiven Zellen wurde durch Subtraktion der Zellen der
Isotypkontrolle von den Zellen der ICC bestimmt.
 
 3.12 Bestimmung apoptotischer Zellen durch TdT-vermittelte Strangbruch-
Endmarkierung (TUNEL)
 
 Primäre CD4+-T-Zellen (1 x 106 pro Loch) wurden entsprechend Abschnitt 3.8 isoliert und nach
Anti-CD4-Kreuzvernetzung gemäß 3.10.2 mit Anti-TZRa/b  mAk in 24-Lochplatten stimuliert.
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Nach 16, 24 bzw. 72 h wurden die Zellen in Probenröhrchen überführt, durch Zentrifugation (338 x
g, 6 min, 4 °C) einmal mit PBS gewaschen und das Zellpellet in 250 µl PBS resuspendiert. Durch
Zugabe von 2,5 ml 1 %igem PFA in PBS wurden die Zellen dann für 15 min bei 4 °C fixiert. Durch
Zentrifugation (338 x g, 6 min, 4 °C) wurden die Zellen noch zweimal mit 2,5 ml PBS gewaschen
und anschließend in 250 µl PBS resuspendiert. Zur Denaturierung der DNA wurden dann 2,5 ml
eiskaltes, 70 %iges Ethanol zugegeben und die Zellen mindestens für 1 h bei -20 °C inkubiert.
 Zur Markierung der DNA-Fragmente wurden die fixierten, denaturierten Zellen zuerst bei
1000 x g für 5 min zentrifugiert und dann noch zweimal mit 2,5 ml PBS gewaschen (5 min, 1000 x
g). Die Zellpellets wurden in je 50 µl TdT/dUTP-FITC Mix (s.u.) resuspendiert und für 2 h bei 37
°C inkubiert.
 TdT/dUTP-Mix (500 µl für 10 Ansätze):
 5 x Reaktionspuffer (1 M Kaliumkakodylat,
 125 mM Tris/HCl pH6,6, 1,25 mg/ml RSA) 100,0 µl
 CoCl2 (25 mM) 50,0 µl
 TdT (25 U/µl, Boehringer Mannheim) 2,0 µl
 dUTP-FITC (1 mM, Boehringer Mannheim) 0,5 µl
 H2O bidest. 347,5 µl
 
 Nach der Inkubation wurden die Zellen mit je 1 ml PBS versetzt und durch Zentrifugation bei 1000 x
g für 5 min zweimal gewaschen. Die Zellen wurden mit Hilfe eines FACScanâ Durchflusszytometers
analysiert. Aufgrund von Größe und Granularität wurden mit dem Programm CellQuest
entsprechende Felder gesetzt, um ausschließlich einzelne, intakte Zellen zu erfassen. Mit
entsprechenden Negativkontrollen (nichtapoptotische Zellen) und Positivkontrollen (gamma-
bestrahlte Zellen, 500 Gy) wurde die Fluoreszenzverstärkung im FL1-Kanal eingestellt. Es wurden
dann 10.000 Ereignisse registriert, die Resultate als Histogramm dargestellt und ausgewertet.
 
 3.13 Messung der intrazellulären Kalziumkonzentration [Ca2+]i
 
 Puffer und Reagenzien:
 Fura-2/Acetoxymethylester (Fura-2/AM; Calbiochem, Bad Soden, Deutschland), 1 mg/ml
DMSO, aliquotiert bei -20 °C, unter N2-Atmosphäre gelagert
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 Messpuffer: 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgSO4, 1 mM CaCl2, 20 mM HEPES, 1 
mM NaH2PO4, 5,5 mM Glukose, pH 7,4; steril filtriert
 Ionomyzin (Calbiochem), 1,065 mg/ml DMSO, aliquotiert bei -70 °C gelagert
 Tris/EGTA: 0,6644 M Tris, 200 mM EGTA in A. bidest.
 Gereinigte CD4+-T-Zellen wurden in einer Dichte von 1,2 x 107 in 1 ml R10F aufgenommen und für
5 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Unter Rühren wurden 4 µl Fura-2/AM zugegeben und die
Zellsuspension für 15 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Nach dem Verdünnen mit 3 ml R10F
wurden die Zellen für weitere 15 min bei 37 °C inkubiert, dann zweimal mit R10F gewaschen (2000
rpm, Hettich-Tischzentrifuge EBA/8S) und schließlich in 8 ml Messpuffer aufgenommen.
 Die Fluoreszenz wurde an einem Perkin-Elmer LS-3B Fluoreszenzspektrometer (Perkin-
Elmer, Weiterstadt, Deutschland) bei einer Exzitationswellenlänge von 340 ± 3 nm und einer
Emissionswellenlänge von 505 ± 5 nm aufgenommen. Je 1 ml der Zellsuspension (1,5 x 106 Zellen)
wurde in einer 2-ml-Quarzküvette mit 1 ml Messpuffer verdünnt und mit 1 µg/ml Anti-CD4 mAk,
Anti-TZRab  mAk oder Isotyp-Kontrollantikörper versetzt. Nach 5 min wurden zur
Kreuzvernetzung 10 µg/ml ZAM zugegeben, der Anstieg der Fluoreszenz verfolgt und mit einem
Schreiber aufgezeichnet. Die Messung wurde nach Erreichen des Plateaus durch Zugabe von 2 x 2 µl
Ionomyzin zur Darstellung des Fluoreszenzmaximums und danach durch Zusatz von 200 µl
Tris/EGTA zur Darstellung des Fluoreszenzminimums geeicht.
 Die Änderung der Kalziumkonzentration wurde mit der folgenden Formel berechnet [147]:
 

























 wobei F1: Fluoreszenz vor Kreuzvernetzung
 F2: Fluoreszenz nach Erreichen des Plateaus
 Fmax: Fluoreszenzmaximum nach Zugabe von Ionomyzin
 Fmin: Fluoreszenzminimum nach Zugabe von Tris/EGTA
 
 Die Fluoreszenzerhöhung durch das sogenannte ”leakage”, das spontane Ausfließen von Fura-2 aus
den Zellen, wurde über die entsprechenden Zeiträume gleichzeitig mit den Isotypkontrollen erfasst
und geht in deren Werte mit ein.
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 3.14 Immunpräzipitation, SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE), Western-
Transfer und Immunodetektion
 
 Puffer und Reagenzien für Immunpräzipitation:
 Lysepuffer: 50 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA, pH 7,4
 (kurz vor Gebrauch hinzufügen: 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid; PMSF,
 Sigma, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, je 1 µg/ml Proteaseinhibitoren Aprotinin, 
Leupeptin, Pepstatin; alle Boehringer Mannheim), eingesetzt in fünffacher 
Konzentration (5x Lysepuffer)
 Waschpuffer: wie Lysepuffer, jedoch ohne NP-40
 Die Zellen (0,5 - 1 x 107) wurden für 10 bis 20 min entsprechend Abschnitt 3.10 stimuliert und dann
sofort mit der entsprechenden Menge an eiskaltem 5x Lysepuffer versetzt. Die Suspension wurde
dann in Reaktionsgefäße überführt und für 15 min bei 4 °C geschüttelt, um die Zellen vollständig zu
lysieren. Nach dem Abzentrifugieren der unlöslichen Bestandteile (14.000 x g, 15 min, 4 °C) wurde
das Lysat mit 100 µl einer 50 %igen (v/v) Suspension von Protein-A-Sepharose (Pharmacia) in
Lysepuffer versetzt und für 30 min bei 4 °C geschüttelt, um unspezifische Bindungen und die zur
Aktivierung benutzten Ak zu entfernen (nicht bei anschließenden Kinaseassays).
 Durch Zentrifugation (14.000 x g, 5 min, 4 °C) wurde die Sepharose entfernt, der Überstand
mit 1 - 2,5 µg primärem Antikörper (anti-p56lck, anti-p59fyn, anti-Shc) versetzt und für 2 h (bei
anschließenden Kinaseassays) bzw. ÜN bei 4 °C unter langsamer Bewegung auf einem Roller
inkubiert. Nach Zugabe von 100 µl 50 %iger Protein-A-Sepharose wurde das Lysat nochmals für 1
h bei 4 °C inkubiert, das Präzipitat anschließend abzentrifugiert und dreimal mit 800 µl eiskaltem IP-
Waschpuffer gewaschen (14.000 x g, 3 min, 4 °C). Der Überstand wurde dann vollständig
abgesaugt, die Protein-A-Sepharose mit 60 µl 2x SDS-Probenpuffer (s.u.) gemischt und für 5 min
bei 95 °C erhitzt. Nach kurzer Zentrifugation (10.000 x g, 1 min) wurde der Überstand auf ein 10
%iges SDS-PAGE Gel aufgetragen (s.u.).
 
 Puffer und Reagenzien für SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) und Western Blot:
 Acrylamid/Bisacrylamidlösung (Rotiphorese Gel 30, Roth, Karlsruhe)
 10 %ige SDS-Lösung in A. dest. (SDS von Roth)
 N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma)
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 Ammoniumpersulfat (APS, Sigma), 10 % in A. dest. (jeweils frisch zubereitet)
 Trenngelpuffer (1,5 M Tris/HCl pH 8,8)
 Sammelgelpuffer (0,5 M Tris/HCl pH 6,8)
 Elektrodenpuffer (25 mM Tris, 200 mM Glyzin, 0,1 % SDS)
 2x SDS-Probenpuffer: 4 ml A. bidest., 1 ml Sammelgelpuffer, 800 µl Glycerol, 1,6 ml SDS 
 (10 %), 400 µl Mercaptoethanol, 200 µl Bromphenolblau (0,05 %)
 Nitrozellulose-Membran, Transblot 0,45 µm (Biorad, München, Deutschland)
 Anodenpuffer: Rotiblot A (Roth), 20 % Methanol
 Kathodenpuffer: Rotiblot K (Roth), 20 % Methanol
 Blot-Papier, GB004 (Schleicher&Schuell, Dassel, Deutschland)
 
 Herstellung eines Minigels (0,75 mm dick; Mini Protean II, Biorad):
 - 10 %iges Trenngel: 2 ml A. bidest., 1,25 ml Trenngelpuffer, 1,67 ml Rotiphorese Gel 30, 50 
µl SDS (10 %), 5 µl TEMED und 25 µl APS (10 %)
 - 4 %iges Sammelgel 3,05 ml A. bidest. 1,25 ml Sammelgelpuffer, 650 µl Gel 30, 50 µl SDS (10
%), 10 µl TEMED und 25 µl APS (10 %)
 Die Proben sowie Standard-Markerproteine (NewEnglandBiolabs, Schwalbach, Deutschland) in 2x
SDS-Probenpuffer wurden für 5 min auf 95 °C erhitzt, aufgetragen und entsprechend ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt.
 Zur anschließenden Immunodetektion wurden die Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Dazu wurde die Membran sowie zwei entsprechend
zugeschnittene Blot-Papierstücke für 15 min in Anodenpuffer und zwei weitere Blot-Papierstücke in
Kathodenpuffer äquilibriert. Der Stapel aus Papier (Anodenpuffer-äquilibriert), Membran, Gel und
wieder Papier (Kathodenpuffer-äquilibriert) wurde zwischen Anode und Kathode einer Trans-Blot
Semi-Dry-Apparatur (Biorad) angeordnet und bei 20 V für 1,5 h geblottet. Die Membran wurde
danach mit Ponceau S reversibel angefärbt, um die Transfereffizienz zu überprüfen.
 
 Immunodetektion
 Die Membran wurde bei 4 °C ÜN in Blockpuffer (2 % RSA, 0,01 % NaN3 in TBS) inkubiert und
anschließend dreimal für 5 min mit TBS-Tween (TBST; 10 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 0,05 %
Tween-20, pH 7,4) gewaschen. Nach der Inkubation mit dem primären Antikörper (0,5 - 1 µg/ml in
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TBST) bei RT für 2 h und dreimaligem Waschen (jeweils 5 min mit TBST), erfolgte die Zugabe des
Sekundärantikörpers (HRP-konjugiertes ZAM; 1:10.000 verdünnt in TBST bzw. HRP-konjugiertes
ZAK; 1:100.000 verdünnt in TBST) bei RT für 1 h. Nach den anschließenden drei Waschschritten
mit TBST für jeweils 5 min wurde die Membran bei RT für 5 min mit 1 ml SuperSignal
Chemolumineszenz-Substrat (Pierce, Rockford, USA) inkubiert. Überschüssiges Substrat wurde
entfernt, die Membran in Folie eingeschlagen und die entstehenden Chemolumineszenzsignale mit
einer CCD-Kamera (Diana II, Raytest, Straubenhardt, Deutschland) aufgenommen.
 
 3.15 In vitro Kinase-Assay
 
 Reagenzien und Puffer:
 Kinasepuffer: 20 mM Morpholinopropansulfonsäure (MOPS), 5 mM MgCl2, pH 7,0
 ATP-Lösung: 100 µM ATP (Boehringer Mannheim) in Kinasepuffer
 Enolaselösung: 1 mg/ml Enolase aus Kaninchenmuskel (Sigma), gegen Kinasepuffer 
dialysiert
 [g-32P]ATP-Lösung: 10 mCi/ml [g-32P]ATP (Amersham, Braunschweig, Deutschland)
 
 Das nach 3.14 mit den anti-lck bzw. anti-fyn-mAk hergestellte Immunpräzipitat wurde nach dem
letzten Waschschritt noch einmal mit 800 µl eiskaltem Kinasepuffer gewaschen und anschließend mit
25 µl Reaktionsmix (11,5 µl Kinasepuffer, 2,5 µl 100 µM ATP-Lösung, 10 µl Enolaselösung und 1 µl
[g-32P]ATP-Lösung) versetzt und bei RT für 5 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
25 µl 2x SDS-Probenpuffer (s. 3.14) abgestoppt, der Ansatz gemischt und nochmals für 30 min bei
RT inkubiert. Nach 5-minütigem Erhitzen auf 95 °C und kurzer Zentrifugation (10.000 x g, 1 min)
wurde der Überstand auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel (10 %ig) aufgetragen und die phosphorylierten
Proteine durch Elektrophorese aufgetrennt. Das Gel wurde anschließend für 10 min in
Methanol/Eisessig/A. dest. (3:1:6) fixiert und auf Filterpapier getrocknet. Die Detektion der 32P-
markierten Proteine erfolgte durch Exposition des getrockneten Gels auf einer Image-Platte, die dann
in einem Phospho-Imager (BAS-1000, Fuij Photo Film Co.Ltd., Tokio, Japan) eingelesen wurde.
Die detektierten Banden wurden anschließend mittels des Programms PCBAS 2.09g (Raytest)
ausgewertet. Dazu wurden über die entsprechenden Banden Regionen gelegt und die optische Dichte
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(O.D.) durch das Programm berechnet. Der Hintergrund wurde jeweils subtrahiert und die Werte als
O.D./mm2 angegeben.
 
 3.16 Transfektion des T-Zellhybridoms A2bH und Reportergen-Assay
 
 Zur Transfektion von A2bH mit dem Reportergenplasmid NF-ATluc wurde die Methode der
Elektroporation benutzt. Dazu wurden Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase bei 338 x g
für 6 min bei 4 °C abzentrifugiert und dann in der Hälfte des Ausgangsvolumens von eiskaltem PBS
gewaschen. Die Zellen wurden danach in einer Dichte von 1 x 107/ml in eiskaltem Zytomix (120 mM
KCl, 0,15 mM CaCl2, 10 mM K2HPO4/KH2PO4, 25 mM HEPES, 2 mM EGTA, 5 mM MgCl2,
pH 7,6 mit KOH, [148]) resuspendiert, dann jeweils 500 µl der resultierenden Zellsuspension in
vorgekühlte 0,4 cm Elektroporationsküvetten (Invitrogen, Groningen, Niederlande) gefüllt und mit 20
µg NF-ATluc-Plasmid gemischt. Nach 5-minütiger Inkubation auf Eis wurde die Küvette in einen
ElektroSquarePorator T820 (BTX Genetronics, San Diego, USA) überführt, dort einmal bei 300 V
(low voltage modus) für 4 ms ”gepulst” und sofort wieder für 5 min auf Eis inkubiert. Die
Zellsuspension wurde dann 1:20 mit 10 ml D10F verdünnt und in 50 ml-Zellkulturflaschen für 24 h
im Brutschrank inkubiert. Zur Selektion erfolgreich transfizierter Zellen (das NF-ATluc Plasmid
enthält ein Neomyzin-Resistenzgen) wurden die Zellen in einer Dichte von 1 x 104/Loch in D10F mit
1 mg/ml Geniticin (GIBCO-BRL) in 96 Loch-Flachbodenplatten ausgesät, und im Brutschrank ca.
14 d bis zum Wachstum der resistenten Zellen kultiviert.
 Für die Reportergen-Assays wurden 1 x 106 stabil transfizierte Zellen mit 1 µg/ml der
verschiedenen Anti-CD4-mAk bzw. der Anti-CD3-, Anti-TZRa/b- oder entsprechenden
Isotypkontroll-mAk bei 4 °C für 30 min unter Bewegung inkubiert. Zur Kreuzvernetzung wurden die
Zellen nach dreimaligem Waschen (338 x g für 6 min) in 1 ml D10F resuspendiert und in vorher mit
ZAM beschichteten 24-Lochplatten (siehe Abschnitt 3.10) ausgesät. Nach Inkubation für 10 h bei
37 °C wurden die Zellen geerntet, zweimal mit PBS gewaschen (338 x g für 6 min) und schließlich
mit 100 µl Zellkultur-Lysis-Reagenz (Promega, Mannheim, Deutschland) versetzt. Die Proben
wurden dann bei -70 °C gelagert. Für den Luziferasetest wurden 20 µl Zelllysat mit 100 µl
Luziferase-Assay-Reagenz (Promega) bei RT gemischt und die entstehende Lumineszenz in relativen
Luziferaseeinheiten (RLU) im Luminometer (LumiStar, BMG LabTechnologies, Offenburg,
Deutschland) über 20 s vermessen. Die über diesen Zeitraum gewonnenen Daten wurden gemittelt.
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 3.17 Herstellung von Kernextrakten und Gelshift-Assays
 
 Puffer und Reagenzien für Kernextraktion:
 Puffer A: 10 mM HEPES, 10 mM KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 0,5 mM PMSF, 1 
mM Dithiothreitol, 1 mM Na3VO4
 Puffer B: 20 mM HEPES, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 2 mM PMSF, 1 
mM Dithiothreitol, 1 mM Na3VO4
 Nonidet P40, 10 %ige Lösung (Boehringer Mannheim)
 
 Jeweils 1 x 107 Zellen (A2b oder primäre CD4+-T-Zellen) pro Ansatz wurden gemäß 3.10.2 für 4 h
bei 37 °C durch CD4-Kreuzvernetzung, CD3-Kreuzvernetzung (nach CD4-Vorbehandlung) oder
durch Behandlung mit Phorbol-12-myristoyl-13-azetat (PMA, Sigma)/Ionomyzin (10 ng/ml bzw.
250 ng/ml) stimuliert. Die Zellen wurden geerntet und bei 4 °C, 338 x g für 6 min zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde dann in 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert, bei 4 °C, 6000 x g für 1 min zentrifugiert
und anschließend in 400 µl Puffer A aufgenommen. Nach 15-minütiger Inkubation auf Eis wurden 25
µl 10 %iges NP-40 hinzugefügt und die Zellsuspension für 30 s auf einem Schüttler gemischt. Nach
5-minütigem Zentrifugieren (14.000 x g, 4 °C) wurden die klaren Kernpellets vom Überstand
getrennt, mit 50 µl Puffer B versetzt und für 15 min bei 4 °C geschüttelt. Nach nochmaliger
Zentrifugation bei 14.000 x g und 4 °C für 5 min wurden die Kernextrakte zu je 10 µl aliquotiert und
bei -70 °C eingefroren. Die Proteinkonzentration der Extrakte wurde mit dem BRADFORD-Test
bestimmt [137]. Für die Experimente wurden Volumen eingesetzt, die einer äquivalenten Menge an
Totalprotein (10 µg) entsprachen.
 
 Puffer und Reagenzien für Gelshift:
 Tris-EDTA-Puffer (TE): 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0
 Gelshift-Bindungspuffer: 5 x TBE (5 M Tris/5 M Borsäure/0,1 M EDTA), 25 % Glycerol
 poly[dI-dC]-Lösung: 4 mg/ml poly[dI-dC] (Pharmacia) in A. dest.
 Dithiothreitol-Lösung: 50 mM Dithiothreitol (Roth), in A. dest.
 Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung (Rotiphorese Gel 40, Roth)
 TEMED
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 APS: 10 %ige Lösung in A. dest. (jeweils frisch zubereitet)
 Laufpuffer: 0,25 x TBE
 Doppelsträngige Konsensus-Oligonukleotid-Proben: AP-1, NF-kB (Promega), NF-AT (St.
Cruz)
 AP-1 5’-CGC TTG ATG AGT CAG CCG GAA-3’
 3’-GCG AAC TAC TCA GTC GGC CTT-5’
 NF-kB 5’-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3’
 3’-TCA ACT CCC CTG AAA GGG TCC G-5’
 NF-AT 5’-CGC CCA AAG AGG AAA ATT TGT TTC ATA-3’
 3’-GCG GGT TTC TCC TTT TAA ACA AAG TAT-3’
 
 Zum Markieren der Oligonukleotid-Proben wurden jeweils 50 ng DNA mit 1 µl T4-
Polynukleotidkinase (PNK, 10 U/µl; NewEnglandBiolabs), 1 µl 10 x PNK-Puffer
(NewEnglandBiolabs), 2 µl g[32P]ATP (10 mCi/ml, Amersham) und mit A. bidest. (auffüllen auf 10
µl) für 30 min bei 37 °C inkubiert. Nichtinkorporiertes ATP wurde durch den QIAquick Nucleotid
Removal Kit (Qiagen) entfernt und das markierte Oligonukleotid in 100 µl TE pH 8,5 aufgenommen.
 Für die Bindungsreaktion wurden 5-10 µg Kernextrakt mit 5 µl Bindungspuffer, 1 µl poly[dI-
dC], 1 µl Dithiothreitol sowie mit A. bidest. (auffüllen auf 25 µl) für 30 min bei RT mit 1 µl 32P-
markierter Oligonukleotid-Probe inkubiert (2 x 108 bis 1 x 109 cpm). Danach wurden die Ansätze
auf ein 4 %iges, nichtdenaturierendes Polyacrylamid-Gel (14 cm x 16 cm) aufgetragen, das vorher
für 30 min bei 200 V vorgelaufen war. Die Elektrophorese (bei 200 V ca. 4 - 5 h) wurde beendet,
wenn der in eine separate Geltasche gegebene Farbstoff (Bromphenolblau) 2/3 des Gels durchlaufen
hatte. Durch 10-minütiges Schwenken in Methanol/Eisessig/A. dest. (3:1:6) wurde das Gel fixiert
und anschließend ÜN bei 60 °C im Geltrockner auf Filterpapier getrocknet. Die Auswertung erfolgte
nach Exposition des Gels auf einer Image-Platte im Phospho-Imager (BAS-1000, Fuij Photo Film
Co.Ltd.) mit den Programmen BAS-Reader 2.8, PCBAS 2.09g (Raytest). Dazu wurden über die
Banden entsprechende Regionen gelegt, deren O.D. bestimmt, der Hintergrund abgezogen und die
Daten als O.D./mm2 verwendet. Die Werte wurden jeweils auf die Isotypkontrolle normalisiert (=
100 %).
 
 3.18 Statistische Analyse
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 Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm SPSS für Windows (Vers.8.0.0, SPSS Inc.,
Chicago, USA) durchgeführt. Der nichtparametrische Mann-Whitney (U) Test wurde angewandt,
um Differenzen zwischen den Werten der verschiedenen in vitro Parameter auf ihre statistische




 4.1 Bestimmung der Affinitätskonstanten der Anti-CD4 mAk
 
 Die Affinität eines Antikörpers beschreibt die Stärke der Bindung an sein Antigen und bestimmt, wie
hoch seine Konzentration sein muss, um einen möglichst hohen Prozentsatz der Bindungsstellen auf
den Antigenen zu belegen (Sättigungskonzentration). Die Affinität eines Antikörpers ergibt sich aus
dem Verhältnis der Geschwindigkeitskonstante der Assoziation (Bindung; kass) des Antikörpers an
sein Antigen und der Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation (Ablösung; kdiss) des Antikörpers
von seinem Antigen. Beide Prozesse bestimmen darüber, wie schnell und wie lange der Antikörper
an das Antigen bindet und - im Falle eines Anti-CD4 mAk - durch Bindung an diesen Ko-Rezeptor
Einfluss auf die CD4+-T-Zellen ausüben kann. Die Affinitätskonstanten der drei verschiedenen Anti-
CD4 mAk wurden deshalb mit einem BIAcore-System untersucht und die erhaltenen Daten nach
KARLSON et al. [144] ausgewertet.
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 Abb.5: Auftragung von kobs (s
-1) gegen die Konzentration von sCD4 (nM) zur Ermittlung von kass
(Ms)-1 aus dem Anstieg der jeweiligen Geraden. Es ergeben sich kass von 4,7 x 10
5 (Ms)-1 für W3/25;
7,7 x 104 (Ms)-1 für OX35 sowie 2,7 x 105 (Ms)-1 für RIB5/2.
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 Die über ZAMIF (Ziegen-anti-Maus-IgG-Fc-Serum) an eine BIAcore-Oberfläche gebundenen
Anti-CD4 mAk wurden mit verschiedenen Konzentrationen von sCD4 (lösliches Ratten-CD4)
inkubiert. Die daraus über die Zeit erhaltenen Meßwerte der Proteinbindung (Resonanzeinheiten,
RU) dRU/dt liefern, wenn sie gegen RU aufgetragen werden, Geraden für jede sCD4-
Konzentration. Wenn dann der Anstieg dieser Geraden [kobs; s-1] gegen die Konzentration an sCD4
[nM] aufgetragen wird (Abb.5), ergeben sich aus dem Anstieg der resultierenden Geraden die
Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation kass [(Ms)-1] für die verschiedenen Anti-CD4 mAk. Aus
Abb.5 kann durch Berechnung des Schnittpunktes der Geraden mit der Ordinate auch auf die
Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation (kdiss) geschlossen werden. Da diese Methode jedoch





























 Abb.6: Verlauf der Dissoziation des sCD4-Liganden von den verschiedenen immobilisierten Anti-
CD4 mAk (Langzeitmessungen). Die bei Auftragung von ln(RU1-RU2) gegen (t1-t2) (nicht gezeigt)
aus dem Anstieg der resultierenden Geraden ermittelten kdiss betragen 9,5 x 10
-5 s -1 für W3/25, 8,1 x
10-4 s -1 für OX35, 3,7 x 10-3 s -1 für RIB5/2.
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 Bei den Dissoziationsphasen in Langzeituntersuchungen findet bei konstantem Fluss von Puffer ohne
Ligand (sCD4) keine Assoziation von freiem Liganden an den Anti-CD4 mAk mehr statt. Dadurch
kann die kdiss direkt aus der Steigung der Geraden ermittelt werden, die man erhält, wenn der
natürliche Logarithmus der Differenz von Resonanzsignalen zu zwei Zeitpunkten [ln (RU1-RU2); U]
gegen die Differenz zwischen diesen zwei Zeitpunkten [t1-t2; s] aufgetragen wird (nicht gezeigt).







 die Affinitätskonstanten KA der verschiedenen Anti-CD4 mAk berechnet werden (Tab.4.1). Da der
Anti-CD4 mAk W3/25 eine schnelle Assoziation an den Liganden (sCD4) aufweist und sehr
langsam dissoziiert, ergibt sich für diesen mAk eine ca. 50fach höhere KA als für die beiden anderen
Anti-CD4 mAk. Der Anti-CD4 mAk OX35 bindet relativ langsam an sCD4, dissoziiert aber mit
mittlerer Geschwindigkeit ab. Genau umgekehrt verhält sich der Anti-CD4 mAk RIB5/2 mit einer
mittleren Assoziation und einer sehr schnellen Dissoziationsreaktion, so dass sich für beide mAk
vergleichbare Affinitätskonstanten KA ergeben.
 














 4,7 x 105
 
 9,5 x 10-5
 
 4,9 x 109
 
 2,0 x 10-10
 OX35  7,7 x 104  8,1 x 10-4  1,0 x 108  1,1 x 10-8
 RIB5/2  2,7 x 105  3,7 x 10-3  0,7 x 108  1,4 x 10-8
 
 4.2 Untersuchungen zum Bindungsepitop des Anti-CD4 mAk RIB5/2
 
 Das CD4-Molekül enthält vier extrazelluläre Domänen (D1-4), die Ähnlichkeiten mit der Struktur
von Molekülen der Immunglobulinsuperfamilie aufweisen (Abb.7A). Kompetitive Bindungsstudien
zeigen, dass die drei Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2 jeweils verschiedene Epitope des
CD4-Moleküls der Ratte erkennen und sich in ihrer Bindung gegenseitig nicht behindern [86]. Durch
Epitopkartierung mit verschiedenen Mutanten von D1 und D2 wurde die Bindungsstelle von W3/25
in der C’-C’’-Region von D1 und die Bindungsstelle von OX35 in der B-C-Region von D2
lokalisiert [149] (Abb.7B). Da 1.) von dem Anti-CD4 mAk RIB5/2 lediglich bekannt war, dass er
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an D1-D2 bindet (Prof. N. Barclay, Universität Oxford; persönliche Mitteilung), 2.) die F-G-Region
in D1 neben den beiden oben genannten Regionen den dritten immundominanten Bereich darstellt
(Prof. N. Barclay; persönliche Mitteilung) und 3.) der Anti-CD4 mAk OX65 in dieser F-G-Region
in D1 bindet [149], wurde versucht, durch Blockierung der Bindung von RIB5/2 mit OX65 das
Epitop des RIB5/2 mAk näher zu charakterisieren.
 
 Abb.7: (A) Schematisches Modell des Ratten CD4-Moleküls mit den vier extrazellulären Domänen
(D1-D4), Disulfidbrücken (S-S), den Glykosylierungsstellen ( ), sowie der Transmembran- und
intrazellulären Region. (B) Faltungsstruktur der Domänen D1 und D2 des humanen CD4 nach
[245,246] mit b-Faltblättern (breite Pfeile) und a-Schleifen (Linien). Dünne Pfeile kennzeichnen die
Bindungsstellen der verschiedenen Anti-CD4 mAk (für RIB5/2 s.u.).
 
 Abb.8 bzw. Tabelle 4.2 zeigen die Reduktion der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) bei der
FACS-Analyse mit FITC-markiertem RIB5/2 nach Vorinkubation mit OX65-Zellkulturüberstand in
verschiedenen Verdünnungen. Als positive bzw. negative Kontrolle für die Blockierung der Bindung
  48
des FITC-markierten RIB5/2 an das CD4-Molekül wurde eine Vorinkubation mit unmarkiertem
RIB5/2 oder W3/25 (erkennt ein anderes Epitop) durchgeführt. Während die Isotypkontrollen IgG1
 
IgG2a-FITC
IgG1 10 µg/ml + RIB5/2-FITC
OX65 0,18 µg/ml + RIB5/2-FITC
OX65 0,36 µg/ml + RIB5/2-FITC
OX65 1,8 µg/ml + RIB5/2-FITC
IgG2a 10 µg/ml + RIB5/2-FITC
RIB5/2 2 µg/ml + RIB5/2-FITC
RIB5/2 10 µg/ml + RIB5/2-FITC
RIB5/2 100 µg/ml + RIB5/2-FITC
IgG1 10 µg/ml + RIB5/2-FITC
W3/25 1,5 µg/ml + RIB5/2-FITC
W3/25 3 µg/ml + RIB5/2-FITC





 Abb.8: Blockierungsstudien zur Epitopspezifität des Anti-CD4 mAk RIB5/2. FACS-Histogramme von CD4+-T-
Zellen (Klon A2b), die mit einer IgG2a-FITC Isotypkontrolle (A) oder mit FITC-markiertem RIB5/2 (B, C, D) in
sättigender Konzentration (1:250) inkubiert und vorher entweder mit OX65-Zellkulturüberstand (B),
unmarkiertem RIB5/2 (C) oder W3/25 (D) in verschiedenen Verdünnungen vorinkubiert wurden. Die gefüllte
Kurve in B, C, D stellt die Ergebnisse der FACS-Analyse nach Vorinkubation mit der jeweiligen Isotyp-Kontrolle
und anschließender Inkubation mit RIB5/2-FITC dar. Der Anti-CD4 mAk OX65 blockiert konzentrationsabhängig
die Bindung des Anti-CD4 mAk RIB5/2 an CD4. Der mAk RIB5/2 scheint daher ein Epitop in unmittelbarer Nähe
des OX65-Epitops zu erkennen (F-G-Region in D1, siehe Abb.7).
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 (Abb.8B,D) und IgG2a (Abb.8C) sowie unmarkierter W3/25 (Abb.8D) die Bindung des
direktmarkierten RIB5/2 nicht beeinflussten, führte die Bindung von OX65 (Abb.8B) analog zur
Bindung von unmarkiertem RIB5/2 (Abb.8C) zur Abnahme der MFI. Der Anti-CD4 mAk RIB5/2
wird also durch den mAk OX65 (bindet an F-G-Region in D1) in seiner Bindung blockiert und
scheint damit ebenfalls in unmittelbarer Nähe der F-G-Region der Domäne 1 des Ratten-CD4 zu
binden.
 






 (Mittelwert in % ± SEM)a
 IgG1/IgG2a  10 µg/ml  100 ± 0
   
 OX65  0,09 µg/ml  92,18 ± 1,27 b
  0,18 µg/ml  86,14 ± 1,88 b
  0,36 µg/ml  77,62 ± 3,25 b
  1,8 µg/ml  42,32 ±  2,12 b
   
 RIB5/2  1 µg/ml  87,55 ± 4,32 b
  2 µg/ml  83,29 ±  6,19 b
  4 µg/ml  75,93 ± 4,18 b
  10 µg/ml  63,58 ± 7,89 b
   
 W3/25  1,5 µg/ml  100,82 ± 2,69
  3 µg/ml  97,89 ± 5,00
  6 µg/ml  103,50 ± 0,63
  15 µg/ml  101,13 ± 2,98
 a Mittelwert ± SEM der MFI von drei voneinander unabhängigen Experimenten,
ausgedrückt als Prozent der MFI bei Vorinkubation mit der IgG1/2a-Kontrolle und
Inkubation mit einer Sättigungskonzentration des mAk RIB5/2-FITC (= 100 %).
 bp £ 0,05 im Vergleich zur IgG1/IgG2a-Isotypkontrolle.
 
 4.3 Effekte der Anti-CD4 mAk in der allogenen, gemischten Lymphozytenkultur 
(MLC)
 
 4.3.1 Beeinflussung der Proliferation in der primären MLC
 
 Es wurden Gesamt-T-Zellen sowie gereinigte CD4+- und CD8+-T-Zellen aus Milzzell-Suspensionen
von Lewis-Ratten isoliert. Diese T-Zellpopulationen wurden dann mit dendritischen Zellen (DC) aus
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der Milz von WiProb-Ratten im Sinne einer allogenen MLC stimuliert. Dabei kommt es durch die
Erkennung der fremden MHC-Determinanten auf den DC der WiProb-Ratten zur
Blastentransformation und Proliferation der T-Zellen aus den Lewis-Ratten. Die Proliferation der
stimulierenden DC wird dabei durch vorherige Gamma-Bestrahlung verhindert. In
Voruntersuchungen wurde gezeigt, dass ab einer T-Zelldichte von 4 x105 /Loch eine genügend hohe
Proliferationsrate der T-Zellen erreicht war, die dann auch eine klare Abhängigkeit von der Zahl der
Stimulator-Zellen zeigte (Daten nicht gezeigt).
 Die Proliferationsraten wurden mittels Inkorporation von Nucleosiden (BrdU) in die DNA
und anschließender ELISA-Immundetektion mit einem spezifischen Anti-BrdU-Antikörper
gemessen. Diese Methode ist, mit Ausnahme von Experimenten mit sehr hohen Proliferationsraten,
genauso zuverlässig wie die Messung des Einbaus von radioaktivem 3H-Thymidin. Bei sehr hohen
Proliferationsraten (d.h. bei sehr hohen Konzentrationen an BrdU) gilt das Lambert-Beersche
Gesetz, d.h. die lineare Abhängigkeit der Extinktion von der Konzentration der zu messenden
Substanz, nicht mehr, so dass keine zuverlässigen Messwerte zu erhalten sind. Durch die Auswahl
entsprechender experimenteller Bedingungen (Dichte der Zellen, Verhältnis Stimulator-/reagierende
Zellen) wurde jedoch sichergestellt, dass sich die Messwerte des BrdU-ELISA im linearen Bereich
befanden. Im folgenden wird vorausgesetzt, dass der Einbau von Nukleosiden ein Maß für die
Proliferation der Zellen darstellt. Es sollte jedoch beachtet werden, dass auch bei anderen
Vorgängen (z.B. bei der Reparatur von DNA) ein Nukleosideinbau erfolgt; insgesamt macht jedoch
der durch die Reparatur von DNA bedingte Nukleosideinbau bei proliferierenden Zellen lediglich




 Bei der MLC mit der Gesamt-T-Zell-Population konnte eine direkte Abhängigkeit der T-Zell-
Proliferation von der Dichte der stimulierenden DC beobachtet werden. So betrug die
Proliferationsrate der Kontrollen (PBS, Isotyp-Antikörper) bei 1 x 104 Stimulator-Zellen ca. 60 %
und bei 2 x 104 Stimulator-Zellen ca. 90 % der entsprechenden Proliferationsrate bei einer Dichte
von 4 x 104 Stimulator-Zellen (aus Abb.9D ersichtlich). Die Zugabe der verschiedenen Anti-CD4-




Stimulator-Zellen pro Loch (x 104)










































Stimulator-Zellen pro Loch (x 104)





































Stimulator-Zellen pro Loch (x 104)






















 Abb.9: MLC von Gesamt-T-Zellen (4 x 105/Loch) bei unterschiedlichen Dichten an allogenen
Stimulator-Zellen (DC); Einfluss der Zugabe von PBS, der IgG1- und IgG2a-Isotypkontroll-
Antikörper oder der Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2. Die Antikörperkonzentration betrug 1
µg/ml (A, D), 5 µg/ml (B) sowie 10 µg/ml (C). Die Daten (A, B, C) stellen Mittelwerte ± SEM aus drei
voneinander unabhängigen Experimenten dar, jeweils ausgedrückt als Prozent der Extinktion bei
Zugabe von PBS (=100 %). Die Daten in (D) stellen Mittelwerte ± SEM von Triplikaten in einem der
drei Experimente dar, ausgedrückt als Verhältnis der Extinktion bei 370 und 550 nm.
 * p £ 0,05 im Vergleich zur entsprechenden Isotypkontrolle; & p £ 0,05 im Vergleich zu dem mAk
RIB5/2
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 Alle drei Anti-CD4 mAk waren in der Lage, die Proliferation der Gesamt-T-Zellen von Lewis-
Ratten signifikant zu inhibieren, jedoch nicht bei allen Konzentrationen an Stimulator-DC und mAk.
So konnte eine tendenzielle Abhängigkeit der Potenz aller Anti-CD4 mAk zur Hemmung der
Proliferation von der Dichte der Stimulator-DC beobachtet werden, die jedoch keine statistische
Signifikanz erreichte. Die Behandlung mit dem Anti-CD4 mAk W3/25 bewirkte lediglich bei einer
Konzentration von 1 µg/ml (2 x 104 DC/Loch; Abb.9A) und einer Konzentration von 10 µg/ml (1 x
und 2 x 104 DC/Loch; Abb.9C) eine signifikante Inhibition der Proliferation im Vergleich zu der
IgG1-Isotypkontrolle. Der Anti-CD4 mAk OX35 war dagegen bei allen mAk-Konzentrationen, d.h.
1 µg/ml (4 x 104 DC/Loch; Abb.9A), 5 µg/ml (alle DC-Konzentrationen; Abb.9B), und 10 µg/ml (4
x104 DC/Loch; Abb.9C), in der Lage, die Proliferation der Gesamt-T-Zellen signifikant zu
inhibieren. Interessanterweise bewirkte der Anti-CD4 mAk RIB5/2 dagegen bei allen mAk-
Konzentrationen und allen DC-Konzentrationen eine signifikante Verringerung der Proliferation der
Gesamt-T-Zellen (siehe Abb.9A,B,C). Als Konsequenz aus diesen unterschiedlichen Befunden
ergaben sich auch statistisch signifikante Unterschiede im direkten Vergleich zwischen den drei
verschiedenen Anti-CD4 mAk; so kam es im Falle der Konzentration von 1 µg/ml bzw. 10 µg/ml
und einer Dichte von 2 bzw. 4 x 104 DC/Loch jeweils zu einem statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den Anti-CD4 mAk W3/25 und RIB5/2. In einem Fall, nämlich bei einer Konzentration
von 1 µg/ml und einer Dichte von 2 x 104 DC/Loch ergab sich sogar ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Anti-CD4 mAk W3/25 und OX35 einerseits und RIB5/2
andererseits, der eine klare Parallelität zu der unterschiedlichen klinischen Effizienz dieser drei Anti-




 Die Untersuchung der gereinigten CD4+-T-Zellpopulation sollte durch den Ausschluss von
Interaktionen zwischen CD4+-T-Zellen und CD8+-T-Zellen bzw. direkten Effekten von Anti-CD4
mAk auf CD8+-T-Zellen Aufschluss über die Hemmung der Proliferation von CD4+-T-Zellen durch
Anti-CD4 mAk bringen. Insgesamt waren die Proliferationsraten von CD4+-T-Zellen ca. um den
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 Abb.10: MLC von CD4+-T-Zellen (4 x 105/Loch) bei unterschiedlichen Dichten an allogenen
Stimulator-Zellen (DC); Einfluss der Zugabe von PBS, der IgG1- und IgG2a-Isotypkontroll-
Antikörper oder der Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2. Die Antikörperkonzentration betrug 1
µg/ml (A, D), 5 µg/ml (B) sowie 10 µg/ml (C). Die Daten (A, B, C) stellen Mittelwerte ± SEM aus drei
voneinander unabhängigen Experimenten dar, jeweils ausgedrückt als Prozent der Extinktion bei
Zugabe von PBS (=100 %). Die Daten in (D) stellen Mittelwerte ± SEM von Triplikaten in einem der
drei Experimente dar, ausgedrückt als Verhältnis der Extinktion bei 370 und 550 nm.
 * p £ 0,05 im Vergleich zur entsprechenden Isotypkontrolle, & p £ 0,05 im Vergleich zu RIB5/2
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 Wie bereits im Falle der Gesamt-T-Zellen konnte auch im Falle der CD4+-T-Zellen eine deutliche
Abhängigkeit der Proliferationswerte der Kontrollgruppen (PBS, Isotypkontrollen) von der Zahl an
stimulierenden DC beobachtet werden (Abb.10D), d.h. bei höherer Stimulator-Zelldichte
proliferierten auch die CD4+-T-Zellen mehr. Die Zugabe von Anti-CD4-mAk zur Kultur führte zu
einer noch drastischeren Proliferationshemmung als bei den Gesamt-T-Zellen (siehe Abb.9), die
Werte sanken je nach Stimulator-Zellkonzentration um 50 bis 80 % ab (Abb.10A-C). Statistische
Signifikanz wurde jedoch bei allen mAk-Konzentrationen erst ab 2 x 104 DC/Loch erreicht, ein
Befund, der aber durch die relativ geringe Proliferationsrate bei 1 x 104 DC/Loch und die
entsprechend geringe Inhibition erklärt werden kann. Die Hemmung wurde durch eine erhöhte
Konzentration an mAk nicht verstärkt, was auf eine Sättigung der CD4-Moleküle schon bei 1 µg/ml
mAk hinweist. Interessanterweise gab es bei der Aktivierung von CD4+-T-Zellen im Gegensatz zur
Situation bei den Gesamt-T-Zellen fast keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der inhibierenden
Potenz der verschiedenen Anti-CD4-mAk. Nur in einem Falle, nämlich bei einer DC-Konzentration
von 4 x 104/Loch und einer mAk-Konzentration von 5 µg/ml mAk, war die Hemmung der
Proliferation durch den Anti-CD4 mAk RIB5/2 (wie im Falle der Gesamt-T-Zellen bei einer mAk-





 Die Proliferationsraten der CD8+-T-Zellen in der 1° MLC wurden auf Grund der geringen, aus der
Reinigung verfügbaren Zellzahlen einerseits mit weniger Zellen als bei Gesamt- und CD4+-T-Zellen
(1 x 105/Loch) und andererseits mittels 3H-Thymidin-Aufnahme gemessen. Wie in Abb.11D gezeigt,
gab es auch im Proliferationsverhalten der CD8+-T-Zellen eine klare Abhängigkeit von der Dichte
der stimulierenden Zellen. Insgesamt wies das Proliferationsverhalten der mit Anti-CD4 mAk
behandelten Zellen nur in Einzelfällen signifikante Unterschiede zum Proliferationsverhalten der mit
Isotypkontroll-Antikörpern behandelten Zellen auf (Abb.11A-C); dabei ließ sich im Falle des Anti-
CD4 mAk W3/25 bei einer Stimulator-Zelldichte von 2 x 104 Zellen/Loch und einer mAk-
Konzentration von 10 µg/ml eine signifikante Steigerung der Proliferation im Vergleich zu den
Isotypkontrollen und den anderen Anti-CD4 mAk zeigen (Abb.11C).
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 Abb.11: MLC von CD8+-T-Zellen (1 x 105/Loch) bei unterschiedlichen Dichten an allogenen
Stimulator-Zellen (DC); Einfluss der Zugabe von PBS, der IgG1- und IgG2a-Isotypkontroll-
Antikörper oder der Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2. Die Antikörperkonzentration betrug 1
µg/ml (A, D), 5 µg/ml (B) sowie 10 µg/ml (C). Die Daten (A, B, C) stellen Mittelwerte ± SEM aus drei
voneinander unabhängigen Experimenten dar, jeweils ausgedrückt als Prozent der Extinktion bei
Zugabe von PBS (=100 %). Die Daten in (D) stellen Mittelwerte ± SEM von Triplikaten in einem der
drei Experimente dar, ausgedrückt als Verhältnis der Extinktion bei 370 und 550 nm.
 * p £ 0,05 im Vergleich zur entsprechenden Isotypkontrolle, & p £ 0,05 im Vergleich zu RIB5/2,     § p
£ 0,05 im Vergleich zu OX35
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 Die Behandlung mit dem Anti-CD4 mAk OX35 führte in zwei Fällen (Abb.11A,B) zu einer
geringfügigen aber signifikanten Steigerung der Proliferation, in einem Falle (Abb.11C) jedoch zu
einer signifikanten Hemmung der Proliferation der CD8+-T-Zellen, jeweils im Vergleich zu der
Isotypkontrolle. Letztlich induzierte die Behandlung mit dem Anti-CD4 mAk RIB5/2 in einem Fall
(Abb.11A) eine signifikante Hemmung der Proliferation im Vergleich zu der Isotypkontrolle.
 
 4.3.2 Beeinflussung der Zytokinsekretion in der sekundären MLC
 
 Um zu untersuchen, ob die inhibierende Wirkung der Anti-CD4 mAk auf die
Aktivierung/Proliferation von CD4+-T-Zellen in der 1° MLC auch Konsequenzen für die
nachfolgende Sekretion von Zytokinen hat, wurden die unter Anwesenheit von Anti-CD4 mAk in
der 1° MLC stimulierten Zellen in einer 2° MLC restimuliert. Um eine ausreichend hohe
Konzentration von sezernierten Zytokinen zu erhalten, wurde einerseits die fünffache Anzahl von
Stimulator-Zellen und CD4+-T-Zellen und andererseits das Verhältnis von Stimulator-Zellen und
CD4+-T-Zellen eingesetzt, bei dem eine sichere Inhibierung der Proliferation in der 1° MLC erreicht
wurde (siehe Abb.10A,B,C). Außerdem wurde die mittlere Konzentration von 5 µg/ml der Anti-
CD4 mAk eingesetzt. Die Überstände der Kulturen wurden dann nach unterschiedlich langen
Inkubationszeiten in der 2° MLC bezüglich des Gehaltes von IFNg, IL-2, IL-4 und IL-10 analysiert.
 Insgesamt kann bemerkt werden, dass in der 2° MLC in allen Kulturen nur sehr geringe
Mengen von IL-4 (Abb.12B; maximal 80 pg/ml) erreicht werden, während mittlere Mengen von IL-
2 (Abb.12C; maximal 700 pg/ml) und IL-10 (Abb.12D; maximal 2000 pg/ml) sowie große Mengen
an IFNg (Abb.12A; maximal 50 ng/ml) erreicht werden.
 
 Einfluss der Kulturdauer in der 2° MLC
 Ein leichter Anstieg wurde für die Zytokine IFNg und IL-10 während des untersuchten Zeitraumes
beobachtet. Während für IFNg keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Inkubationszeiten festgestellt werden konnten, ergaben sich für IL-10 signifikante Unterschiede für
die PBS-Kontrolle (72 h gegenüber 16 h), W3/25 und OX35 (72 h jeweils gegenüber 16 und 24 h)
und RIB5/2 (48 h gegenüber 16 h; sowie 72 h gegenüber16, 24 und 48 h). Der beobachtete leichte
Abfall für das Zytokin IL-4 war lediglich bei der PBS-Kontrolle (72 h gegenüber 16 h) und bei
RIB5/2 (72 sowie 48 h gegenüber 16 und 24 h) signifikant. Die beobachtete Abnahme der IL-2-
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Konzentration in den mit PBS behandelten Kulturen während des Beobachtungszeitraumes erwies
sich ebenfalls zwischen einigen Zeitpunkten als signifikant (72 und 48 h gegenüber 16 h; sowie 72 h
gegenüber 24 h) (Abb.12A-D).
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 Abb.12: Konzentrationen von IFNg (A), IL-4 (B), IL-2 (C) und IL-10 (D) in den
Zellkulturüberständen während der 2° MLC. Gereinigte CD4+-T-Zellen (2 x 106/Loch) wurden mit
allogenen Milzzellen (1 x 105/Loch) unter Anwesenheit der Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 und
RIB5/2 (je 5 µg/ml) oder PBS in der 1° MLC für 72 h stimuliert. Danach erfolgte die Restimulation
in der 2° MLC mit frischen allogenen Milzzellen ohne Zusatz von mAk. Die Überstände wurden
nach den verschiedenen Inkubationszeiten abgenommen und die Konzentration der Zytokine
mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei, voneinander
unabhängigen Experimenten. #p £ 0,05 im Vergleich zu W3/25; §p £ 0,05 im Vergleich zu OX35; &p
£ 0,05 im Vergleich zu RIB5/2.
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 Einfluss der Inkubation mit Anti-CD4 mAk in der 1° MLC
 Für die Zytokine IFNg (Abb.12A) und IL-4 (Abb.12B) wurden keine signifikanten Unterschiede in
der 2° MLC nach Anwesenheit von PBS oder der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk in der 1°
MLC beobachtet. Im Gegensatz dazu war die IL-2 Sekretion in der 2° MLC bei allen in der 1°
MLC mit Anti-CD4 mAk inkubierten Kulturen zu allen Zeitpunkten signifikant höher als bei den in
der 1° MLC mit PBS inkubierten Kulturen (Abb.12C). Es ergaben sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei verschiedenen Anti-CD4 mAk. Interessanterweise zeigten alle in der
1° MLC mit Anti-CD4 mAk inkubierten Kulturen in der 2° MLC eine numerisch niedrigere IL-10
Sekretion als die in der 1° MLC mit PBS inkubierten Kulturen (Abb.12D). Diese Unterschiede
wiesen jedoch lediglich im Falle des Anti-CD4 mAk RIB5/2 nach 16- bzw. 48-stündiger Inkubation
in der 2° MLC eine statistische Signifikanz auf (Abb.12D). Signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Anti-CD4 mAk bezüglich der IL-10 Sekretion in der 2° MLC ließen sich nicht
zeigen.
 
 4.4 Sekretion von Zytokinen nach Vernetzung des CD4-Moleküls auf der Oberfläche 
von T-Zellen
 
 4.4.1 CD4+-T-Zellklon A2b
 
 Der Einfluss der Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls auf der Oberfläche von T-Zellen nach
Inkubation mit den drei verschiedenen Anti-CD4 mAk auf die Sekretion von IFNg, IL-2, TNFa,
IL-4 und IL-10 wurde mittels des T-Zellklons A2b untersucht. Dieser T-Zellklon wächst nach der
initialen Restimulation kontinuierlich, allein abhängig von zugegebenem IL-2 und muß deshalb nicht
anderweitig, z.B. durch TZR-Stimulation, aktiviert werden.
 Insgesamt wurden nach CD4-Kreuzvernetzung geringe Mengen an IL-4 (maximal 180
pg/ml; Abb.13D), moderate Mengen an IFNg und IL-2 (maximal 200 - 300 pg/ml; Abb.13A,B)
und größere Mengen an IL-10 und TNFa (maximal 600 - 700 pg/ml, Abb.13C,E) sezerniert.
Zwischen der Konzentration der Zytokine nach 24 und 48 h gab es für IL-2, IFNg sowie TNFa
keine signifikanten Unterschiede. Während die Konzentration von IL-4 im Falle der Isotypkontrolle
und des Anti-CD4 mAk W3/25 zwischen beiden Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede
aufwies, war diese im Falle der Anti-CD4 mAk OX35 und RIB5/2 nach 48 h signifikant höher als
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 Abb.13: Konzentration der Zytokine IFNg (A), IL-2 (B), TNFa (C), IL-4 (D) und IL-10 (E) im Zellkulturüberstand bei
Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls auf dem T-Zellklon A2b nach Inkubation mit den Anti-CD4 mAk W3/25, OX35
und RIB5/2. Jeweils 1 x 106 A2b-Zellen wurden für 30 min mit 1 µg/ml der Anti-CD4 mAk oder Isotypkontroll-
Antikörper inkubiert und die mAk anschließend in ZAM-beschichten Platten für 24 bzw. 48 h kreuzvernetzt. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Überstände von Triplikat-Kulturen abgenommen und mittels ELISA oder
Bioassay die Konzentration der Zytokine bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus drei voneinander
unabhängigen Experimenten. *p £ 0,05 im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle; #p £ 0,05 im Vergleich zu W3/25; §p £ 0,05 im
Vergleich zu OX35; &p £ 0,05 im Vergleich zu RIB5/2.
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 nach 24 h. Die Sekretion von IL-10 war im Falle der Isotypkontrolle und des Anti-CD4 mAk
W3/25 nach 48 h signifikant niedriger als nach 24 h. Im Falle des Anti-CD4 mAk OX35 war die IL-
10-Sekretion nach 48 h signifikant höher als nach 24 h (Abb.13E). Keine signifikanten Unterschiede
zwischen 24 h und 48 h wurden für IFNg und IL-2 beobachtet.
 Bezüglich der IFNg-Sekretion führte lediglich die CD4-Kreuzvernetzung nach Inkubation mit
dem Anti-CD4 mAk W3/25 zu einer signifikanten Hemmung im Vergleich zur Isotypkontrolle und
den anderen Anti-CD4 mAk (Abb.13A); dieser Unterschied war jedoch nur nach 24 h zu
beobachten. Die Sekretion von IL-2 wurde durch keine der Kreuzvernetzungen des CD4-Moleküls
auf dem T-Zellklon A2b signifikant beeinflusst (Abb.13B). Interessanterweise führte die CD4-
Kreuzvernetzung nach Inkubation mit dem Anti-CD4 mAk RIB5/2 zu einer sowohl gegenüber der
Isotypkontrolle als auch gegenüber den beiden anderen Anti-CD4 mAk signifikant erhöhten
Sekretion von TNFa sowohl nach 24 als auch nach 48 h (Abb.13C). Dieser Befund weist eine
klare Parallele zur klinischen Effizienz der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk auf.
 Die Sekretion von IL-4 wurde durch die CD4-Kreuzvernetzung nach Inkubation mit allen
drei verschiedenen Anti-CD4 mAk nach 24 h signifikant verringert, ohne dass ein Unterschied
zwischen den verschiedenen Anti-CD4 mAk auftrat (Abb.13D). Dieser Unterschied war nach 48 h
nicht mehr detektierbar, zu diesem Zeitpunkt führte die Inkubation mit dem Anti-CD4 mAk RIB5/2
sogar zu einer signifikant erhöhten IL-4 Sekretion (Abb.13D). Die CD4-Kreuzvernetzung nach
Inkubation mit den Anti-CD4 mAk OX35 und RIB5/2 führte nach 24 und 48 h zu einer gegenüber
der Isotypkontrolle und dem Anti-CD4 mAk W3/25 erhöhten Sekretion von IL-10 (Abb.13E; für
RIB5/2 nach 24 h nur numerisch erhöht); nach Inkubation mit dem Anti-CD4 mAk W3/25 war dies
nicht der Fall.
 
 4.4.2 Primäre CD4+-T-Zellen
 
 4.4.2.1 TZR-Stimulation und anschließende CD4-Kreuzvernetzung
 
 Der Einfluss der Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls auf der Oberfläche von CD4+-T-Zellen sollte
auch an primären T-Zellen untersucht werden. Dazu wurden primäre CD4+-T-Zellen aus der
Rattenmilz gewonnen und durch festphasengebundenen Anti-TZRa/b  mAk (R73) und Zugabe von
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 Abb.14: Konzentration der Zytokine IFNg (A), IL-2 (B), TNFa (C), IL-4 (D) und IL-10 (E) im Zellkulturüberstand nach
TZR-Stimulation von primären CD4+-T-Zellen und anschließender Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls nach
Inkubation mit den Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2. Jeweils 1 x 106 Zellen wurden für 30 min mit 1 µg/ml der
Anti-CD4 mAk oder Isotypkontroll-Antikörper inkubiert und die mAk anschließend in ZAM-beschichten Platten für
24 bzw. 48 h kreuzvernetzt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Überstände von Triplikat-Kulturen
abgenommen und die Konzentrationen der Zytokine mittels ELISA oder Bioassay bestimmt. Dargestellt sind die
Mittelwerte ± SEM aus drei voneinander unabhängigen Experimenten. *p £ 0,05 im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle; #p
£ 0,05 im Vergleich zu W3/25; §p £ 0,05 im Vergleich zu OX35.
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 IL-2 aktiviert. Das CD4-Molekül auf diesen T-Zellblasten (ein analoger Status im Vergleich zu dem
permanent aktivierten T-Zellklon A2b) wurde dann nach Inkubation mit den Anti-CD4 mAk W3/25,
OX35 und RIB5/2 kreuzvernetzt.
 Diese Behandlung hatte im Allgemeinen weder auf die Sekretion von IFNg und IL-2 noch auf die
Freisetzung von IL-4 oder IL-10 einen Einfluss (Abb.14A, B, D und E). Bei der Betrachtung von
TNFa ergab sich jedoch analog der Wirkung auf den T-Zellklon A2b (siehe Abb.13C) eine im
Vergleich zur Isotypkontrolle und den beiden anderen Anti-CD4 mAk signifikant erhöhte
Konzentration dieses Zytokins im Überstand, wenn die Zellen mit dem Anti-CD4 mAk RIB5/2
behandelt wurden (Abb.14C). Damit konnte dieser Befund, der eine Parallelität zur klinischen
Effizienz der verschiedenen Anti-CD4 mAk aufweist, sowohl im T-Zellklon A2b (Abb.13) als auch
in primären T-Zellen erhoben werden (Abb.14).
 




 Um eine der möglichen Konstellationen der therapeutischen Applikation von Anti-CD4 mAk zu
simulieren, d.h. die Aktivierung von naiven T-Zellen in Anwesenheit des therapeutisch applizierten
Anti-CD4 mAk, wurde das CD4-Molekül auf primären Milz-CD4+-T-Zellen zuerst nach Inkubation
mit den drei verschiedenen Anti-CD4 mAk kreuzvernetzt und anschließend eine Stimulation der T-
Zellen über den TZR (sog. CD4-Vorbehandlung) durchgeführt. Diese Anti-CD4-Vorbehandlung
führte bei keinem der Anti-CD4 mAk zu einer Änderung der Sekretion von IFNg, IL-4 oder IL-2
(Abb.15A,B,D). Analog zur CD4-Kreuzvernetzung auf dem T-Zellklon A2b (siehe Abb.13) und
der CD4-Kreuzvernetzung auf TZR-vorstimulierten primären T-Zellen (siehe Abb.14) führte auch
die Anti-CD4-Vorbehandlung mit dem Anti-CD4 mAk RIB5/2 zu einer signifikant höheren TNFa-
Sekretion gegenüber der Isotypkontrolle oder den beiden anderen Anti-CD4 mAk (Abb.15C);
dieser Befund wurde sowohl nach 24 als auch nach 48 h Kulturdauer erhoben. Interessanterweise
war in diesem Fall auch der Anti-CD4 mAk OX35 in der Lage, die TNFa-Sekretion nach 24 und
48 h geringfügig, aber signifikant gegenüber der Isotypkontrolle zu erhöhen (Abb.15C). Da es sich
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 Abb.15: Konzentration der Zytokine IFNg (A), IL-2 (B), TNFa (C), IL-4 (D) und IL-10 (E) nach Kreuzvernetzung des
CD4-Moleküls von primären CD4+-T-Zellen nach Inkubation mit den Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2 und
anschließender TZR-Stimulation. Jeweils 1 x 106 Zellen wurden für 30 min mit den Anti-CD4 mAk oder Isotypkontroll-
Antikörpern inkubiert, die mAk danach mit ZAM 1 h kreuzvernetzt und die Zellen anschließend für 24 bzw. 48 h mit
plattengebundenem Anti-TZRa/b stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Überstände von Triplikat-
Kulturen abgenommen und mittels ELISA oder Bioassay die Zytokinkonzentration  bestimmt. Die Sekretion von
TNFa war nach der CD4-Vorbehandlung durch RIB5/2 im Vergleich zu Isotypkontrolle, W3/25 und OX35 signifikant
erhöht. Die Vorbehandlung durch alle Anti-CD4 mAk führte zu einer erhöhten IL-10 Sekretion. Dargestellt sind die
Mittelwerte ± SEM aus drei voneinander unabhängigen Experimenten. *p £ 0,05 im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle; #p
£ 0,05 im Vergleich zu W3/25; §p £ 0,05 im Vergleich zu OX35.
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 bei der Bestimmung von TNFa um einen Bioassay mit einer TNF-induzierten Lyse der
WEHI164/13-Zelllinie handelt, wurde in diesem Experiment auch eine Neutralisierung des im
Überstand befindlichen TNFa durch einen Anti-TNFa-mAk durchgeführt, der die nachfolgende
Lyse der Indikatorzelllinie komplett verhinderte, und damit die Spezifität des Bioassays für die
Detektion von TNFa belegte (Abb.15C).
 Die Anti-CD4-Vorbehandlung mit allen drei verschiedenen Anti-CD4 mAk führte ebenfalls zu einer
signifikant erhöhten IL-10-Sekretion sowohl nach 24 als auch nach 48 h (im Falle des OX35
lediglich numerisch) im Vergleich zur Isotypkontrolle (Abb.15E); dabei wurden jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Anti-CD4 mAk beobachtet.
 
 Intrazelluläre Zytokinfärbung
 Die Untersuchung der von T-Zellen sezernierten Zytokine nach Anti-CD4-Vorbehandlung und
anschließender TZR-Stimulation sollte durch die Untersuchung der Zytokinproduktion auf
Einzelzellniveau ergänzt werden; dazu wurde die Technik der intrazellulären Zytokinfärbung
eingesetzt.
 In den folgenden Abbildungen sind einerseits die Ergebnisse der FACS-Analyse aus den
Einzelfärbungen für IFNg, IL-4 und IL-10 aus einem repräsentativen Experiment für den Zeitpunkt
von 24 h dargestellt (Abb.16) und andererseits die Mittelwerte ± SEM des Prozentsatzes der
positiven Zellen bzw. der MFI aus drei voneinander unabhängigen Experimenten (Abb.17). Bei
diesen Untersuchungen zeigte sich, dass sowohl nach 24 als auch nach 48 h der Prozentsatz an
positiven Zellen für IFNg ca. ³ 80 % betrug (Abb.16A, 17A); die Vorbehandlung mit den
verschiedenen Anti-CD4 mAk hatte keinen Einfluss auf den Prozentsatz oder die MFI der IFNg-
positiven Zellen (Abb.16A-D, Abb.17A,B). Im Gegensatz dazu führte die Anti-CD4-
Vorbehandlung mit dem Anti-CD4 mAk W3/25 nach 24 h und 48 h Inkubationsdauer zu einem im
Vergleich zur Isotypkontrolle signifikant erhöhten Prozentsatz an IL-4-positiven Zellen. Dieser Effekt
wurde bei den beiden Anti-CD4 mAk OX35 und RIB5/2 nicht beobachtet. Zwischen den drei
verschiedenen Anti-CD4 mAk ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede (Abb.16E-H,
Abb.17C). Der steigernde Effekt des Anti-CD4 mAk W3/25 konnte bezüglich der MFI für IL-4
nach 24 und 48 h bestätigt werden, wobei im Falle der MFI eine signifikante Erhöhung auch
gegenüber den Anti-CD4 mAk OX35 und RIB5/2 auftrat (Abb.16E-H; Abb.17D). Auch der
























































 Abb.16: Intrazelluläre Färbung für IFNg (A, B, C, D), IL-4 (E, F, G, H) und IL-10 (I, J, K, L) von primären CD4+-T-
Zellen, die nach einer Vorbehandlung durch eine Isotypkontrolle (A, E, I) oder die verschiedenen Anti-CD4 mAk
W3/25 (B, F, J), OX35 (C, G, K) und RIB5/2 (D, H, L) über den TZR stimuliert wurden (Anti-CD4-Vorbehandlung).
Repräsentative Histogramm-Darstellungen von einem der drei, voneinander unabhängigen Experimente (24 h).
Dabei zeigen die gestrichelten Linien jeweils die Färbung mit den Isotypkontrollen, die durchgehenden Linien die
Zytokinfärbung mit Anti-IFNg-, IL-4- und IL-10-Antikörpern. Der prozentuale Anteil der positiven Zellen für








































% positiver Zellen MFI


































































 Abb.17: Intrazelluläre Zytokinfärbung von primären CD4+-T-Zellen, die nach einer Vorbehandlung durch eine
Isotypkontrolle oder die verschiedenen Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2 für 24 bzw. 48 h über den TZR
stimuliert wurden (Anti-CD4-Vorbehandlung). Darstellung des Mittelwertes ± SEM des Prozentsatzes an
positiven Zellen (links) und der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI, rechts) für die Färbung mit IFNg (A, B), IL-4
(C, D) und IL-10 (E, F) aus drei, voneinander unabhängigen Experimenten. *p £ 0,05 im Vergleich zur
Isotypkontrolle; §p £ 0,05 im Vergleich zu OX35; &p £ 0,05 im Vergleich zu RIB5/2.
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 (numerische Erhöhung nach 24 h), OX35 (signifikante Erhöhung nach 24 h) und RIB5/2 (numerische
Erhöhung nach 24 h) gesteigert (Abb.16I-L, Abb.17E); diese Effekte konnten bezüglich der MFI für
IL-10 nach 24 h für den Anti-CD4 mAk OX35 und nach 48 h sogar für alle drei Anti-CD4 mAk
bestätigt werden (Abb.16I-L, Abb.17F). Diese Ergebnisse zeigen eine gute Übereinstimmung mit
den IL-10-Konzentrationen im Überstand von T-Zellen nach einer identischen Behandlung (siehe
Abb.15E).
 
 4.5 Einfluss der Anti-CD4-Vorbehandlung auf die Auslösung von Apoptose nach 
anschließender TZR-Kreuzvernetzung
 
 Die Bindung von Liganden wie Anti-CD4 mAk oder HIV gp120 an das CD4-Molekül führt in
manchen Fällen zum programmierten Zelltod (Apoptose) in CD4+-T-Zellen [128,150]. Dieses
Ereignis erfordert eine intakte intrazelluläre Domäne des CD4 und deren Assoziation mit der
Tyrosinkinase p56lck [151] und wird durch eine Bindung der Liganden an verschiedene Epitope des
CD4 unterschiedlich beeinflusst [152]. Diese Abhängigkeit der CD4-induzierten Apoptose vom
erkannten Epitop führte zu der Fragestellung, ob die drei verschiedenen Anti-CD4 mAk (die jeweils
verschiedene Epitope des CD4-Moleküls erkennen) eine differentielle Induktion des programmierten
Zelltodes in primären CD4+-T-Zellen bewirken. Die Zellen wurden daher mit den verschiedenen
Anti-CD4 mAk vorbehandelt und anschließend über den TZR stimuliert, eine Behandlung, die bei
einigen Anti-CD4 mAk Zelltod und Fragmentation der DNA in nucleosomen-große Stücke als
typisches Kennzeichen der Apoptose auslöst [128]. Die DNA-Fragmentation ist in den
permeabilisierten Zellen durch Fluoreszenzmarkierung der freien 3’OH-Gruppen der resultierenden
doppelsträngigen Bruchstücke mittels sog. TUNEL-Technik und anschließender
Durchflusszytometrie messbar.
 Bei Zugabe der Isotypkontrolle zu den CD4+-T-Zellen stieg der Prozentsatz an
apoptotischen Zellen von ca. 18 % nach 16 h und 20 % nach 24 h auf 40 % nach 72 h an (Abb.18;
spontane Apoptoserate). Keiner der drei Anti-CD4 mAk bewirkte im Vergleich zur Isotypkontrolle
eine signifikante Veränderung der Apoptoserate in dem Untersuchungszeitraum. Im Gegensatz dazu
bewirkte die Positivkontrolle (Bestrahlung mit 500 Gy) nach 72 h eine signifikante Erhöhung des




























 Abb.18: Durch TZRa/b-Stimulation ausgelöste Apotose in primären CD4+-T-Zellen nach Vorbehandlung mit
den Isotypkontroll-Antikörpern bzw. den drei verschiedenen Anti-CD4 mAk. Dargestellt sind die Mittelwerte
der Prozentsätze ± SEM an positiven Zellen nach Markierung der apoptotischen DNA-Fragmente in den
permeabilisierten Zellen mit FITC-konjugiertem BrdU und anschließender zytofluorimetrischer Analyse im
FACS aus drei, voneinander unabhängigen Experimenten. Die Vorbehandlung mit den drei verschiedenen
Anti-CD4 mAk hatte zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Einfluss auf den durch TZR-Stimulation
ausgelösten programmierten Zelltod. *p £ 0,05 im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle; #p £ 0,05 im Vergleich zu
W3/25;  §p £ 0,05 im Vergleich zu OX35; &p £ 0,05 im Vergleich zu RIB5/2.
 
 4.6 Einfluss der Anti-CD4 mAk auf die Aktivität von Tyrosinkinasen in CD4+-T- Zellen
 
 Die Aktivierung von Proteintyrosinkinasen, z.B. der CD4-assoziierten p56lck und der CD3-
assoziierten p59fyn, ist neben der Beeinflussung von Serin/Threonin-Kinasen wie der MAPKinase
oder der Lipidkinasen IP-3K und IP-4K, des G-Proteins p21ras und des Shc-Adaptorproteins
eines der frühen Ereignisse nach CD4-Kreuzvernetzung.
 Die drei verschiedenen Anti-CD4 mAk mit den unterschiedlichen Epitopspezifitäten wurden





 4.6.1 Proteintyrosinkinase p56lck
 
 Die über Zystein vermittelte Interaktionen an den zytoplasmatischen Teil des CD4-Moleküls
assoziierte p56lck [153] dient als erster Überträger eines Signals vom T-Zell-Korezeptor CD4 in die
Zelle (siehe auch Abb.4). Da die Bestimmung der Kinaseaktivität viel Zellmaterial erfordert, wurde
der T-Zellklon A2b mit sättigenden Konzentrationen der verschiedenen Anti-CD4 bzw. mit Anti-
CD3 mAk behandelt. Die Antikörper wurden dann durch Zugabe von sekundären Antikörpern
kreuzvernetzt. Die Aktivität der p56lck wurde durch in vitro Kinase-Assays von spezifischen
Immunpräzipitaten bestimmt, d.h. als Autophosphorylierung der p56lck bzw. als Phosphorylierung der
Enolase als exogenem Substrat (Abb.19).
 
 Abb.19: Kinaseassay zur Messung der p56lck-Aktivität. Jeweils 1 x 107 Zellen (A2b) wurden mit
W3/25, OX35 oder RIB5/2 (10 µg/ml) inkubiert und die mAk anschließend für 15 min auf ZAM-
beschichteten Platten kreuzvernetzt. Die p56lck-spezifischen Immunpräzipitate wurden zusammen mit
Enolase als exogenem Substrat und [g32P]-ATP für 5 min inkubiert und anschließend durch SDS-
PAGE aufgetrennt. Die Detektion erfolgte mit einem Phospho-Imager. Gezeigt sind die Resultate
eines von drei, voneinander unabhängigen Experimenten.
 
 Alle drei Anti-CD4 mAk waren im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle in der Lage, die Aktivität der
p56lck (gemessen an der Autophosphorylierung bzw. Phosphorylierung des Substrates Enolase) um
den Faktor 2 bis 3 zu verstärken (Abb.20). Dabei gab es zwischen den Antikörpern jedoch keine
signifikanten Unterschiede. Eine Kreuzvernetzung von CD3 führte nicht zu einer signifikanten
Erhöhung der Kinaseaktivität im Vergleich zur Basisaktivität der p56lck im A2b-T-Zellklon
(Isotypkontrolle).
 Ein Teil der Immunpräzipitate wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Membran
transferiert und mit Anti-p56lck- bzw. Anti-Phosphotyrosin-Antikörpern immundetektiert. Abb.21A
zeigt den äquivalenten Gehalt an p56lck-Protein in allen Ansätzen. In Abb.21B ist zu erkennen, dass












































































 Abb.20: Quantifizierung des Kinase-Assays für die p56lck. Autophosphorylierung (A) und
Phosphorylierung des exogenen Substrates Enolase (B) durch die p56lck. Dargestellt sind die
Mittelwerte ± SEM der Intensität der einzelnen Banden aus drei unabhängigen Experimenten,
jeweils für die Intensität der Isotypkontrolle (= 1) normiert. Die Behandlung mit den drei Anti-CD4
mAk führte zu einer vergleichbaren Erhöhung der Aktivität der Kinase im Vergleich zur
Isotypkontrolle. * p £ 0,05 im Vergleich zur Isotypkontrolle.
 
 
 Abb.21: Proteinmenge und Phosphorylierungszustand der in den Kinaseassays eingesetzten p56lck. Ein
äquivalenter Teil der Immunpräzipitate des Kinaseassays wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine
Membran transferiert und mit anti-p56lck- (A) bzw. anti-Phosphotyrosin-Antikörpern (B) immundetektiert.
Der gleiche Proteingehalt in allen Ansätzen zeigt sich in (A) während die durch die Behandlung mit Anti-
CD4 mAk erhöhte Phosphorylierung der p56lck in (B) sichtbar ist.
 
 Kreuzvernetzung auch in einem erhöhten Phosphorylierungszustand der p56lck Ausdruck findet.
Dieser ist wahrscheinlich auf die Phosphorylierung des Y394 der p56lck zurückzuführen, da die
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Phosphorylierung des Y394 die Aktivität der p56lck verstärkt, während die Phosphorylierung des
Y505 zu einer verminderten Aktivität der p56lck führt.
 
 4.6.2 Proteintyrosinkinase p59fyn
 
 Die Tyrosinkinase p59fyn ist mit dem signaltransduzierenden Teil des TZR, dem CD3, assoziiert und
wird während der T-Zellstimulierung sehr früh aktiviert (siehe auch Abb.4). Neben einer Aktivierung
durch Anti-CD3- bzw. Anti-TZR mAk wurde auch von einer Stimulation der p59fyn durch Anti-CD4
mAk berichtet [135]. Der Einfluss der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk auf die Aktivität der
p59fyn wurde mittels in vitro Kinase-Assays analog zu den Experimenten für die p56lck untersucht.
Interessanterweise konnte weder durch eine Behandlung der Zellen mit Anti-CD4 mAk noch durch
eine Inkubation mit Anti-CD3 mAk eine signifikante Erhöhung der Kinaseaktivität der p59fyn
(gemessen an der Autophosphorylierung bzw. Phosphorylierung des Substrates Enolase) induziert
werden (Abb.22; 23A,B). Deutlich zu beobachten ist eine relativ hohe Basisaktivität in dem nur mit





 Abb.22: Kinaseassay zur Messung der p59fyn-Aktivität. Jeweils 1 x 107 Zellen (A2b) wurden mit
W3/25, OX35 oder RIB5/2 (10 µg/ml) inkubiert und die mAk anschließend für 15 min auf ZAM-
beschichteten Platten kreuzvernetzt. Die p59fyn-spezifischen Immunpräzipitate wurden zusammen
mit Enolase als exogenem Substrat und [g32P]-ATP für 5 min inkubiert und anschließend mittels













































































 Abb.23: Quantifizierung des Kinase-Assays für die p59fyn. Autophosphorylierung (A) und
Phosphorylierung des exogenen Substrates Enolase (B) durch die p59fyn. Dargestellt sind die
Mittelwerte ± SEM der Intensität der einzelnen Banden aus drei unabhängigen Experimenten, jeweils
für die Intensität der Isotypkontrolle (= 1) normiert. Die Behandlung mit den drei Anti-CD4 mAk führte
nicht zu einer Erhöhung der Aktivität der Kinase im Vergleich zur Isotypkontrolle.
 
 
 Abb.24: Proteinmenge und Phosphorylierungszustand der im Kinase-Assay eingesetzten p59fyn.
Ein äquivalenter Teil der Immunpräzipitate des Kinaseassays wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt,
auf eine Membran transferiert und mit anti-p59fyn- (A) bzw. anti-Phosphotyrosin-Antikörpern (B)
immundetektiert. Der gleiche Proteingehalt in allen Ansätzen zeigt sich in (A), die durch die
Behandlung mit Anti-CD4 mAk unveränderte Phosphorylierung der p59fyn in (B).
 
 In den parallel zum Kinaseassay elektrophoretisch aufgetrennten und auf eine Membran transferierten
anti-p59fyn Präzipitaten ist einerseits eine vergleichbare p59fyn Proteinmenge (Abb.24A) und
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andererseits nach Entwicklung mit Anti-Phosphotyrosin-Antikörpern - übereinstimmend mit der
Aktivität im Kinase-Assay - eine ähnliche Tyrosin-Phosphorylierung der Kinase unabhängig von der
Stimulierung zu erkennen (Abb.24B).
 
 4.7 Einfluss der Anti-CD4 mAk auf die intrazelluläre Kalziumkonzentration in 
CD4+-T-Zellen
 
 Es gibt widersprüchliche Daten darüber, ob die Kreuzvernetzung von CD4 auf der Oberfläche von
T-Zellen eine Mobilisierung von Kalziumströmen auslösen kann [130,135]. Die Fähigkeit der drei
Anti-CD4 mAk, nach Kreuzvernetzung eine Erhöhung der Konzentration des intrazellulären
Kalziums [Ca2+]i zu bewirken, wurde in gereinigten CD4+-T-Zellen aus der Rattenmilz untersucht.
Die Fluorometrie von Zellen, die vorher mit dem Fluoreszenzindikator für Kalzium FURA2 beladen
werden, ermöglicht die Messung der [Ca2+]i in intakten Zellen. Die alleinige Inkubation mit den drei
Anti-CD4 mAk ohne Kreuzvernetzung führte über einen Zeitraum von 5 min zu keiner Änderung der
[Ca2+]i (Abb.25).
 Die nachfolgende Kreuzvernetzung der primären Antikörper mit ZAM induzierte eine geringe
Steigerung der [Ca2+]i (Abb.25), die jedoch im Vergleich zur Isotypkontrolle für keinen der drei
verschiedenen Anti-CD4 mAk statistische Signifikanz erreichte (Abb.26). Die Steigerung der
gemessenen [Ca2+]i im Falle der Isotyp-Antikörper aber nicht auf eine kalziummobilisierende
Fähigkeit dieser Antikörper zurückzuführen, sondern reflektiert den üblichen Ausstrom des
Fluoreszenzindikators aus den Zellen während der Messung. Dieses Problem spielt bei kurzen
Messzeiten nur eine marginale Rolle, gewinnt jedoch bei den langen Zeiten, die bis zum Erreichen des
Plateaus vergingen (ca. 20 min), eine größere Bedeutung. So konnte auch bei nicht behandelten
Zellen während des Messzeitraumes eine ähnliche Fluoreszenzerhöhung beobachtet werden, wie sie
nach Gabe von Isotypkontroll-Antikörpern und deren Vernetzung auftrat (Daten nicht gezeigt). Im
Gegensatz zur CD4-Kreuzvernetzung mit den jeweiligen Anti-CD4 mAk führte eine
Kreuzvernetzung der T-Zell-Rezeptoren durch den Anti-TZRa/b-Antikörper R73 und ZAM zu
einer raschen und deutlichen Steigerung der [Ca2+]i auf den 2fachen Wert der maximalen
Konzentration, die nach Anti-CD4-Behandlung beobachtet wurde (Abb.25, 26). Auch wurde das
Fluoreszenzplateau nach der initialen Erhöhung im Falle des Anti-TZRa/b  mAk nach kürzerer Zeit
erreicht als bei den Anti-CD4 mAk (Abb.25).
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 Abb.25: Typische Beispiele für die Änderung der [Ca2+]i nach Kreuzvernetzung von (A) Isotypkontroll-mAk, (B)
Anti-CD4 mAk (hier: OX35) und (C) Anti-TZR-mAk (R73). Primäre CD4+-T-Zellen wurden mit Fura-2/AM beladen
und mit den entsprechenden mAk inkubiert. Danach wurden die mAk durch Zugabe von ZAM kreuzvernetzt (XL)
und die Änderung der Fluoreszenz spektrophotometrisch verfolgt. Die Eichung der jeweiligen Messung erfolgte
durch Zugabe von Ionomyzin (Iono) für die Erfassung der maximal möglichen Fluoreszenz und durch Zugabe von







































 4.8 Einfluss von Anti-CD4 mAk auf die Phosphorylierung des Shc-Adapterproteins in 
CD4+-T-Zellen
 
 Das Shc-Adapterprotein enthält einerseits eine sog. SH2-Domäne, mit der es an tyrosin-
phosphorylierte Moleküle (z.B. aktivierte Rezeptoren) binden kann, und andererseits mehrere
Stellen, an denen es durch Tyrosinkinasen selbst phosphoryliert werden kann [154]. Es gilt deshalb
als Adapter zwischen Rezeptor- oder Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen und dem G-Protein p21ras
unter Mitwirkung des Grb2/mSos Komplexes, einem Guaninnukleotid-Austauschfaktor [155].
 In T-Zellen wurde berichtet, dass sowohl die Stimulation durch Anti-TZR- als auch durch Anti-
CD4-Antikörper bzw. HIV gp120 zu einer Phosphorylierung von Shc führt [156]. Wir untersuchten
deshalb, ob die drei verschiedenen Anti-CD4 mAk zur Aktivierung von Shc führen.
 Die Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls nach Inkubation mit den Anti-CD4 mAk führte im
T-Zellklon A2b zu keiner nachweisbaren Tyrosin-Phosphorylierung von Shc (Abb.27B), obwohl die
p46 und p52-Isoformen (aber nicht die p66-Isoform) des Proteins in den Zellen gut nachzuweisen
war (Abb.27A; die starken Banden von 150 kD im oberen Bereich und die schwachen Banden von
40 kD im unteren Bereich stellen wahrscheinlich die zur Stimulation bzw. Immunpräzipitation
benutzten Antikörper bzw. deren Fragmente oder Bruchstücke dar). Auch in primären CD4+-T-
Zellen wurden die beiden Isoformen Shc p46 und p52 exprimiert (Abb.27C). Es konnte auch in
 Abb.26: Änderung der intrazellulären
Kalziumkonzentration D[Ca2+]i nach
Kreuzvernetzung von Anti-CD4 bzw. Anti-
TZRa/b (R73) mAk auf primären CD4+-T-
Zellen (Fluorimetrie von mit Fura2/AM-
beladenenen Zellen). Die Balken stellen
Mittelwerte ± SEM der maximal erreichten
[Ca2+]i (Plateau) aus drei, voneinander
unabhängigen  Experimente dar. *p £ 0,05 im
Vergleich zur Isotypkontrolle; #p £ 0,05 im
Vergleich zu W3/25; §p £ 0,05 im Vergleich zu




 Abb.27: Phosphorylierungszustand des Shc-Adapterproteins nach Anti-CD4-Kreuzvernetzung mittels der
drei verschiedenen Anti-CD4 mAk. A2b-Zellen (A, B) und primäre CD4+-T-Zellen (C, D) wurden nach Anti-
CD4-Behandlung lysiert, das Shc mit spezifischen Antikörpern immunpräzipitiert, elektrophoretisch
aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit Antikörpern gegen Shc (A, C) bzw. gegen
Phosphotyrosin (B, D), immundetektiert. Die Anti-CD4 mAk induzieren keine Phosphorylierung der beiden
exprimierten Isoformen p46, p52 des Shc.
 
 diesen Zellen keine Phosphorylierung von Shc nach Kreuzvernetzung des CD4 mittels der drei
verschiedenen Anti-CD4 mAk beobachtet werden (Abb.27D). Die hier bei ca. 30 kD sichtbaren
Banden stellen höchstwahrscheinlich wieder Fragmente/Bruchstücke (z.B. leichte Ketten) der zur
Stimulation bzw. Immunpräzipitation benutzten Antikörper dar, die durch den POD-markierten






 4.9 Beeinflussung der Aktivität von Transkriptionsfaktoren (NF-AT, NF-kB, AP-1) 
durch Anti-CD4 mAk
 
 Die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, ihre Translokation in den Kern und ihre Bindung an
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen in den Promotoren von Genen sind die letzten Schritte in einer
Signalkette vom Rezeptor bis zur Transkription bestimmter Gene in mRNA und zur anschließenden
Translation in Proteine, wie z.B. Zytokine (siehe auch Abb.4). Wichtige Transkriptionsfaktoren bei
der Aktivierung und der allgemeinen Funktion von T-Zellen sind 1.) der ”Nuclear Factor of
activated T cells” (NF-AT), 2.) das aus den Proto-Onkogenen jun und fos bestehende Aktivator-
Protein 1 (AP-1) und 3.) der ”Nuclear Factor kB” (NF-kB), für die es u.a. Bindungsstellen in den




 4.9.1 T-Zellhybridom A2bH
 
 
 Untersuchungen zum Einfluss der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk auf die NF-AT-Aktivierung
erfolgten zunächst mittels eines Reportergen-Assays. Dafür wurde das T-Zellhybridom A2bH, das
gut mit dem NF-ATluc-Reportergenplasmid stabil transfiziert werden konnte, durch Inkubation mit
den Anti-CD4 mAk und anschließende Kreuzvernetzung stimuliert und eine dadurch induzierte
Kerntranslokation des NF-AT mittels einer erhöhten enzymatischen Aktivität der Luziferase ermittelt







































 Abb.28: NF-AT-Aktivierung mittels Kreuzvernetzung von Anti-CD4-, Anti-CD3- und Anti-TZRa/b
(R73)-mAk. Dargestellt sind die Ergebnisse von Luziferase-Assays mit Extrakten aus stabil mit NF-
ATluc (Luziferase) transfizierten A2bH-Zellen, die durch Kreuzvernetzung der angegebenen mAk
aktiviert wurden. Die Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls mittels der Anti-CD4 mAk löste in keinem
Fall eine Aktivierung von NF-AT aus, während Anti-CD3- und Anti-TZRa/b-mAk eine deutliche
Aktivierung bewirkten. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von drei, voneinander unabhängigen
Experimenten. *p £ 0,05 im Vergleich zur Isotypkontrolle; $p £ 0,05 im Vergleich zu TZRa/b-mAk; +p
£ 0,05 im Vergleich zu CD3-mAk; #p £ 0,05 im Vergleich zu W3/25; §p £ 0,05 im Vergleich zu OX35;
&p £ 0,05 im Vergleich zu RIB5/2.
 
 Die transfizierten Zellen wurden durch Kreuzvernetzung der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk bzw.
der Anti-CD3-, Anti-TZRa/b- oder Isotypkontroll-mAk aktiviert. Eine Stimulation durch W3/25,
OX35 oder RIB5/2 führte in dem T-Zellhybridom A2bH nicht zu einer signifikanten Aktivierung von
NF-AT. Dagegen induzierte die Kreuzvernetzung von CD3 ein starkes NF-AT-Signal, das durch





 4.9.2 T-Zellklon A2b
 
 Der Einfluss der Anti-CD4 mAk auf die Aktivität von Transkriptionfaktoren in Ratten-T-Zellen
wurde anschließend durch die Betrachtung des T-Zellklons A2b geprüft. Die Transfektion von T-
Zellklonen, wie auch die von primären T-Zellen (siehe 4.9.3), ist schwieriger als die von Hybridom-
Zellen. Deshalb wurden die Bindungsaktivitäten von NF-AT, NF-kB und AP-1 im T-Zellkon A2b
mittels Elektromobilitäts-Veränderungen der Proteine (EMSA) nach Bindung an spezifische
Oligonukleotide bestimmt, die Bindungsstellen für die Transkriptionsfaktoren enthielten.
 Die Kreuzvernetzung der Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2 führte in keinem Fall
zu einer von der Isotypkontrolle unterschiedlichen Bindungsaktivität von NF-AT (Abb.29A). Die
Positivkontrolle, d.h. die Kombination des Proteinkinase C-Aktivators PMA mit der
Kalziumionophore Ionomyzin, induzierte hingegen eine starke NF-AT-Bande. Eine geringe, aber
signifikante Zunahme der NF-AT-Aktivität konnte auch durch Anti-CD3-Vernetzung der Zellen
ausgelöst werden (Abb.29A unten).
 Die Bindungsaktivität von NF-kB in Kernextrakten von A2b ist bereits im unstimulierten
Zustand sehr hoch (Abb.29B, Isotypkontrolle) und wird weder durch die Inkubation mit Anti-CD4
mAk noch durch die Stimulation mit PMA/Ionomyzin signifikant erhöht (Abb.29B).
 Die Kreuzvernetzung der drei benutzten Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2 hat im
T-Zellklon A2b ebenfalls keinen aktivierenden Einfluss auf die Aktivität des Transkriptionsfaktors
AP-1 (Abb.29C). Eine signifikant erhöhte Bindungsaktivität von AP-1 konnte jedoch durch










































































































 Abb.29: Bindungsaktivitäten von NF-AT (A), NF-kB (B) und AP-1 (C) nach Anti-CD4- bzw. CD3-Kreuzvernetzung
oder PMA/Ionomyzin-Behandlung von A2b-Zellen. Jeweils 1 x 107 Zellen wurden für 30 min bei 4 °C mit den mAk
oder Isotypkontroll-Antikörpern inkubiert, anschließend 4 h in ZAM-beschichteten Platten kreuzvernetzt bzw. mit
PMA und Ionomyzin stimuliert. Kernextrakte (10 µg) wurden mit Transkriptionsfaktor-spezifischen, radioaktiv
markierten, doppelsträngigen Oligonukleotid-Proben inkubiert und mittels Elektrophorese aufgetrennt. Gezeigt ist
jeweils ein repräsentatives Gel von drei unabhängigen Experimenten (oben) sowie die Quantifizierung der Banden in
den drei Experimenten (unten; Mittelwerte ± SEM), jeweils normiert für die Intensität der Isotypkontrolle (= 100 %). *p
£ 0,05 im Vergleich zur Isotypkontrolle; +p £ 0,05 im Vergleich zu Anti-CD3 mAk; #p £ 0,05 im Vergleich zu W3/25; §p £
0,05 im Vergleich zu OX35; &p £ 0,05 im Vergleich zu RIB5/2.
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 Die Betrachtung von CD4+-T-Zellen aus der Rattenmilz bestätigte im Falle von NF-AT die
Ergebnisse aus dem T-Zellhybridom A2bH und dem T-Zellklon A2b. Die Kreuzvernetzung des
CD4-Moleküls auf den T-Zellen mittels der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk resultierte nicht in
einer Aktivierung von NF-AT. Dagegen konnte durch PMA/Ionomyzin erneut eine starke, durch
CD3-Kreuzvernetzung wiederum eine geringe, jedoch signifikante Erhöhung der NF-AT-
Bindungsaktivität ausgelöst werden (Abb.30A).
 Beim Transkriptionsfaktor NF-kB konnte nach einfacher CD4-Kreuzvernetzung nur im Falle
des Anti-CD4 mAk W3/25 eine geringe Erhöhung der Bindungsaktivität festgestellt werden, die
gegenüber der Isotypkontrolle und dem Anti-CD4 mAk RIB5/2, jedoch nicht gegenüber dem Anti-
CD4 mAk OX35 statistisch signifikant war (Abb.30B).
 Auch in primären CD4+-T-Zellen wurde keine Aktivierung von AP-1 durch Anti-CD4-
Kreuzvernetzung der unterschiedlichen Anti-CD4 mAk beobachtet (Abb.30C). Sowohl bei NF-kB































































































































 Abb.30: Bindungsaktivitäten von NF-AT (A), NF-kB (B) und AP-1 (C) nach Anti-CD4- bzw. CD3-Kreuzvernetzung
oder PMA/Ionomyzin-Behandlung von primären CD4+-T-Zellen der Rattenmilz. Jeweils 1 x 107 Zellen wurden für 30
min bei 4 °C mit den mAk oder Isotypkontroll-Antikörpern inkubiert, anschließend 4 h in ZAM-beschichteten Platten
kreuzvernetzt bzw. mit PMA und Ionomyzin stimuliert. Kernextrakte (10 µg) wurden mit Transkriptionsfaktor-
spezifischen, radioaktiv markierten, doppelsträngigen Oligonukleotid-Proben inkubiert und mittels Elektrophorese
aufgetrennt. Gezeigt ist jeweils ein repräsentatives Gel von drei unabhängigen Experimenten (oben) sowie die
Quantifizierung der Banden in den drei Experimenten (unten; Mittelwerte ± SEM), jeweils normiert für die Intensität
der Isotypkontrolle (= 100 %). *p £ 0,05 im Vergleich zur Isotypkontrolle; +p £ 0,05 im Vergleich zu Anti-CD3 mAk; #p
£ 0,05 im Vergleich zu W3/25; §p £ 0,05 im Vergleich zu OX35; &p £ 0,05 im Vergleich zu RIB5/2.




 4.9.3.2 CD3-Kreuzvernetzung nach Anti-CD4-Vorbehandlung
 
 Da die alleinige Stimulation von T-Zellen über den Korezeptor CD4 mittels Anti-CD4 mAk
wahrscheinlich nur eine geringe Auswirkung auf die intrazellulären Signalprozesse hat, sollte der
Einfluss von Anti-CD4 mAk auf die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in Verbindung mit einem
stärkeren Stimulus, d.h. einer Kreuzvernetzung des CD3-Moleküls, untersucht werden. Deshalb
wurden primäre CD4+-T-Zellen vor der Kreuzvernetzung des CD3-Moleküls mit den
unterschiedlichen Anti-CD4 mAk inkubiert und diese mAk über einen Zeitraum von einer Stunde
kreuzvernetzt (Anti-CD4-Vorbehandlung).
 Die Anti-CD4-Vorbehandlung mit W3/25, OX35 oder RIB5/2 führte zu keiner veränderten
NF-AT-Aktivierung gegenüber den mit der Isotypkontrolle vorbehandelten Zellen (Abb.31A).
 
 Die Bindungsaktivität von NF-kB wurde durch die CD4-Vorbehandlung und anschließende CD3-
Stimulation durch alle Anti-CD4 mAk im Vergleich zur Isotypkontrolle signifikant erhöht (Abb.31B).
Die Vorbehandlung mit RIB5/2 bewirkte jedoch eine signifikant höhere Bindungsaktivität von NF-
kB als die CD4-Vorbehandlung mit den Anti-CD4 mAk W3/25 oder OX35 (Abb.31B).
 Nach der Vorbehandlung mit allen drei Anti-CD4 mAk wurde eine geringe, aber signifikante
Verminderung der Aktivität des Faktors AP-1 beobachtet (Abb.31C). Bei allen
Transkriptionsfaktoren führte die Positivkontrolle PMA/Ionomyzin zu einer deutlichen, signifikanten






















































































































































 Abb.31: Bindungsaktivitäten von NF-AT (A), NF-kB (B) und AP-1 (C) nach einstündiger Anti-CD4-mAk-
Kreuzvernetzung und nachfolgender CD3-Stimulation oder PMA/Ionomyzin-Behandlung von primären CD4+-T-
Zellen der Rattenmilz. Jeweils 1 x 107 Zellen wurden für 30 min bei 4 °C mit den mAk oder Isotypkontroll-Antikörpern
inkubiert, die mAk anschließend mit ZAM für 1 h bei 37 °C kreuzvernetzt und die Zellen danach in anti-CD3-
beschichteten Platten bzw. mit PMA und Ionomyzin 4 h stimuliert. Kernextrakte (10 µg) wurden mit
Transkriptionsfaktor-spezifischen, radioaktiv markierten, doppelsträngigen Oligonukleotid-Proben inkubiert und
mittels Elektrophorese aufgetrennt. Gezeigt ist jeweils ein repräsentatives Gel von drei unabhängigen Experimenten
(oben) sowie die Quantifizierung der Banden in den drei Experimenten (unten; Mittelwerte ± SEM), jeweils normiert
für die Intensität der Isotypkontrolle (= 100 %). *p £ 0,05 im Vergleich zur Isotypkontrolle; #p £ 0,05 im Vergleich zu
W3/25; §p £ 0,05 im Vergleich zu OX35; &p £ 0,05 im Vergleich zu RIB5/2.




 5.1 Einfluß von Isotyp, Epitop und Affinität auf die Wirkung von Anti-CD4 mAk
 
 Ausgehend von der Beobachtung, dass drei verschiedene Anti-CD4 mAk (W3/25, OX35 und
RIB5/2) eine unterschiedliche klinische Effizienz bei der Behandlung der AA der Ratte zeigten,
wurden in der vorliegenden Arbeit eine Reihe von in vitro Experimenten zu dem Einfluss der drei
verschiedenen Anti-CD4 mAk auf T-Zellfunktionen durchgeführt. Für die unterschiedlichen
Wirkungen von verschiedenen Anti-CD4 mAk auf T-Zellfunktionen in vivo und in vitro sind die
molekularen Eigenschaften der mAk, d.h. deren Isotyp, das erkannte Epitop und die Affinität
möglicherweise von entscheidender Bedeutung. Aus den in vivo Experimenten zur Behandlung der
AA ergaben sich keine Hinweise darauf, dass der Isotyp des Anti-CD4 mAk für die unterschiedliche
klinische Effizienz verantwortlich ist, da einer der beiden therapeutisch effizienten Anti-CD4 mAk
(OX35) den gleichen Isotyp (IgG2a) besitzt wie der therapeutisch ineffiziente Anti-CD4 mAk
RIB5/2 (siehe auch unter 2.2.4). Auch aus den in vitro Experimenten ergaben sich keine eindeutigen
Hinweise darauf, dass der Anti-CD4 mAk W3/25 (IgG1-Isotyp) sich von den beiden Anti-CD4
mAk vom IgG2a-Isotyp (OX35, RIB5/2) unterschied. Die einzige Ausnahme war der intrazelluläre
Nachweis von IL-4 nach Anti-CD4-Vorbehandlung und nachfolgender TZR-Stimulation, bei dem
der Anti-CD4 mAk W3/25 eine höhere Produktion von IL-4 induzierte als die beiden anderen Anti-
CD4 mAk (Abb.16, 17). Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass die Parallelität zu den
Isotypen nur bei einem der zahlreichen T-Zell-Funktionsassays beobachtet wurde, und dass der
Anti-CD4 mAk W3/25 eine um den Faktor 50 höhere Affinität besitzt als die beiden anderen Anti-
CD4 mAk (Tab.4.1), so dass der Beitrag des Isotyps zu den beobachteten Unterschieden unklar ist.
 Für die in der vorliegenden Arbeit beobachteten unterschiedlichen Effekte der drei
verschiedenen Anti-CD4 mAk auf T-Zellfunktionen könnte es von Bedeutung sein, welche Affinität
die einzelnen Anti-CD4 mAk haben. In unseren Untersuchungen zeigte sich, dass der Anti-CD4
mAk W3/25 eine ca. 50 fach höhere Affinität als die beiden anderen Anti-CD4 mAk OX35 und
RIB5/2 aufwies (Tab.4.1). Die niedrigere Affinität für die beiden letzteren Anti-CD4 mAk beruhte
interessanterweise auf zwei verschiedenen Faktoren, die das Gleichgewicht der Bindungsreaktion
beeinflussen. Während der Anti-CD4 mAk OX35 nur sehr langsam an CD4 assoziiert, bindet
RIB5/2 relativ schnell an das CD4-Molekül (Abb.5). Dies wird jedoch durch die rasche Dissoziation
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des Anti-CD4 mAk RIB5/2 vom CD4-Molekül wieder ausgeglichen, während der mAk OX35 viel
langsamer dissoziiert (Abb.6), was letztlich in vergleichbaren Affinitäten für die beiden mAk resultiert.
Generell wiesen die Unterschiede in der Affinität aber keine Parallelität zur unterschiedlichen
klinischen Effizienz der Anti-CD4 mAk auf.
 Die Vermutung, dass das jeweilig erkannte Epitop auf dem CD4-Molekül wichtig für die
Wirkung eines Anti-CD4 mAk sein kann, wird durch Berichte über verschiedene, z.T. konträre
Effekte durch Anti-CD4 mAk auf T-Zellen, unterstützt. Tatsächlich konnten Unterschiede in der
Beeinflussung einzelner Ereignisse der intrazellulären Signaltransduktion in Studien mit vier
verschiedenen Anti-CD4 mAk unterschiedlicher Epitopspezifität im Humansystem nachgewiesen
werden [135,152]. Die drei verschiedenen Anti-Ratten-CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2
behindern sich gegenseitig nicht bei der Bindung an das CD4-Molekül [86], d.h. sie erkennen jeweils
ein distinktes Epitop. Die Epitope der beiden Anti-CD4 mAk W3/25 und OX35 wurden durch
Analyse mit verschiedenen Deletionsmutanten des CD4 bestimmt [149], und liegen im Falle von
W3/25 in der C’-C’’-Region der Domäne 1 (D1) bzw. im Falle des OX35 in der B-C-Region der
Domäne 2 (D2) des Ratten CD4 (siehe Abb.7B). Das von RIB5/2 erkannte Epitop war jedoch bis
auf die generelle Lokalisation in D1 oder D2 (pers. Mitteilung, Prof. N. Barclay) unbekannt. In
diesen zwei äußeren Domänen des Ratten CD4 gibt es neben den durch W3/25 und OX35
erkannten Epitopen nur noch ein weiteres immundominantes Epitop, da alle bekannten, gegenüber
D1/D2 reaktiven Anti-CD4 mAk an jeweils eines dieser drei Epitope binden (pers. Mitteilung, Prof.
N. Barclay). Durch Blockierungsstudien mit dem Anti-CD4 mAk OX65 konnte dieses dritte Epitop
im Bereich der F-G Faltblätter von D1 als Bindungsstelle des Anti-CD4 mAk RIB5/2 charakterisiert
werden (Abb.8, Tab.4.2). Es muss an dieser Stelle jedoch gesagt werden, dass die bei der
Epitopbestimmung durchgeführte 5-minütige Vorinkubation der Zellen bei RT mit dem blockierenden
Anti-CD4 mAk möglicherweise Konformationsänderungen des CD4-Moleküls induzieren könnte,
mit der Folge einer verminderten Bindung des Anti-CD4 mAk RIB5/2. Die endgültige Klärung
dieser Frage erfordert daher die Durchführung von Epitopkartierungs-Studien.
 Zusammenfassend lässt sich sagen, dass zwei der drei in dieser Studie untersuchten Anti-
CD4 mAk (W3/25, RIB5/2) Epitope in D1 und einer (OX35) ein Epitop in D2 des CD4-Moleküls
erkennen. Diese Befunde zeigen jedoch ebenfalls keine Parallele mit der unterschiedlichen klinischen
Effizienz in der AA der Ratte. Die Vermutung liegt deshalb nahe, dass auch verschiedene Epitope
innerhalb derselben Domäne unterschiedliche funktionelle Bedeutung haben. Die Frage, wie die
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Bindung unterschiedlicher  Anti-CD4 mAk an verschiedene Epitope des CD4-Moleküls funktionell
differentielle Effekte auf T-Zellfunktionen haben kann, ist nicht einfach zu beantworten. Die Effekte
könnten eventuell auf der Induktion von verschiedenen konformationellen Änderungen des CD4-
Moleküls beruhen, die in dessen zytoplasmatischem Anteil eine Auswirkung auf die Assoziation der
PTK p56lck oder anderer signalübertragender Moleküle haben. Diese Änderungen könnten dann die
anschließende Transduktion von Signalen qualitativ bzw. quantitativ beeinflussen. Es ist vorstellbar,
dass die Effekte der Bindung der Anti-CD4 mAk auf die Konformation des CD4-Moleküls mit
neuen Techniken untersucht werden könnten, die die Festigkeit der Bindung der Anti-CD4 mAk an
Membranmoleküle ”online” in lebenden Zellen messen (pers. Mitteilung, Prof. Dr. R. K. Kinne,
MPI Dortmund). Desweiteren ist die Anwendung der sog. ”spin labeling electron paramagnetic
resonance” (EPR)-Spektroskopie denkbar. Dafür werden in das Rezeptormolekül sog. ”spin
labels” eingebaut; Konformationsänderungen, die die Bindung des Liganden an den Rezeptor
auslösen, führen zu einer Verschiebung der ”spin labels” gegeneinander, was sich in veränderten
EPR-Spektren ausdrückt [134]. Solche aufwändigen Untersuchungen konnten allerdings in der
vorliegenden Arbeit nicht durchgeführt werden.
 
 5.2 Antiproliferative Effekte der Anti-CD4 mAk auf die MLC
 
 Alle drei untersuchten Anti-CD4 mAk führten zu einer signifikanten Inhibition der Proliferation der
Gesamt-T-Zellen in der MLC, jedoch waren die Effekte von den Konzentrationen der Stimulator-
Zellen abhängig. Interessanterweise wurde unabhängig von der eingesetzten Konzentration von Anti-
CD4 mAk eine Abhängigkeit des Grades der Proliferationshemmung von der Dichte der Stimulator-
Zellen in der Kultur beobachtet, d.h. bei der höchsten Stimulator-Zelldichte von 4 x 104 wurde nur
noch eine sehr geringe Proliferationshemmung durch die drei verschiedenen Anti-CD4 mAk
beobachtet (Abb.9). Da dieser Effekt bei den gereinigten CD4+-T-Zellen nicht beobachtet wurde
(Abb.10) liegt es nahe, dass die Erklärung für die o.a. Abhängigkeit im Verhalten der CD8+-T-
Zellen liegen könnte. Die in der Kultur mit den Gesamt-T-Zellen vorhandenen CD8+-T-Zellen
können entweder in Abhängigkeit von der Hilfe durch alloreaktive CD4+-T-Zellen [157], oder auch
unabhängig von CD4+-T-Zellen mittels direkter Aktivierung durch MHC I-tragende APZ und das
von den APZ gelieferte zweite Signal [158-160] proliferieren. Tatsächlich konnte bei der MLC mit
gereinigten CD8+-T-Zellen eine deutliche Abhängigkeit der Proliferation dieser Zellen von der Dichte
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an Stimulator-Zellen in der Kultur beobachtet werden (Abb.11). Es ist somit sehr wahrscheinlich,
dass die in der MLC der Gesamt-T-Zellen beobachtete Abhängigkeit der Proliferationshemmung
durch Anti-CD4 mAk von der Dichte der Stimulator-Zellen auf dem Verhalten von CD8+-T-Zellen
beruht, die bei höherer Dichte der Stimulator-Zellen stärker proliferieren, durch die in der Kultur
vorhandenen Anti-CD4 mAk jedoch nicht gehemmt werden.
 Interessanterweise zeigten die drei verschiedenen Anti-CD4 mAk Unterschiede in der
Proliferationshemmung der Gesamt-T-Zellen in der MLC (Abb.9). Der Anti-CD4 mAk RIB5/2
zeigte nämlich bei allen mAk-Konzentrationen und allen Stimulator-Zelldichten eine signifikante
Inhibition der Proliferation im Vergleich zur Isotypkontrolle (Abb.9). Dagegen zeigte der Anti-CD4
mAk OX35 nur in etwa der Hälfte der Fälle und der Anti-CD4 mAk W3/25 nur in einigen Fällen
eine signifikante Inhibition der Proliferation. In einem Fall (siehe Abb.9A) zeigte sich sogar eine
signifikant stärkere Inhibition durch den Anti-CD4 mAk RIB5/2 als durch die beiden Anti-CD4
mAk W3/25 und OX35. Obwohl der Anti-CD4 mAk W3/25 (IgG1) sehr viel seltener als die
beiden anderen Anti-CD4 mAk (IgG2a) zu einer signifikanten Inhibition der Proliferation der
Gesamt-T-Zellen in der MLC führte, was einen Hinweis auf einen Einfluss des Isotyps darstellen
könnte, ergaben sich bei der Untersuchung der IgG1- und IgG2a-Isotypkontrollen keine Hinweise
auf Fc-Rezeptor vermittelte Effekte. Wenn auch eine scheinbare Parallelität zwischen der Affinität
der Anti-CD4 mAk und ihrer Wirksamkeit in der Inhibition der MLC mit Gesamt-T-Zellen vorliegt,
ist es jedoch unwahrscheinlich, dass ein mAk mit einer geringeren Affinität die MLC effizienter
hemmt. Allerdings gibt es zu diesem Thema keine systematischen Untersuchungen in der Literatur, in
der mAk verglichen wurden, die das gleiche Epitop mit unterschiedlicher Affinität erkennen. Da die
drei verschiedenen Anti-CD4 mAk unterschiedliche Epitope erkennen (siehe 4.2), ist die
unterschiedliche Effizienz in der Inhibition der MLC mit Gesamt-T-Zellen höchstwahrscheinlich durch
unterschiedliche funktionelle Effekte auf die beteiligten T-Zellen zu erklären.
 Erstaunlicherweise bestätigten sich die differentiellen Effekte der Anti-CD4 mAk auf die T-
Zellproliferation in der MLC mit gereinigten CD4+-T-Zellen nicht (Abb.10). Die Unterschiede
zwischen der MLC mit Gesamt-T-Zellen und der MLC mit gereinigten CD4+-T-Zellen bestehen
allein in der (Nicht-) Anwesenheit von CD8+-T-Zellen. Außerdem müssen die Gesamt-T-Zellen für
die Reinigung der CD4+-T-Zellen einer Behandlung mit Magnetobeads unterworfen werden (siehe
3.8.2). Ein Einfluss dieser Reinigung auf die funktionellen Eigenschaften der CD4+-T-Zellen ist nicht
vollständig auszuschließen; es wurde jedoch versucht, durch die Anwendung einer Negativreinigung,
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d.h. der Reinigung der CD4+-T-Zellen aus der Gesamt-T-Zellpopulation mittels Anti-CD8
Magnetobeads, einen Kontakt der CD4+-T-Zellen mit dem verwendeten mAk zu verhindern und
damit eventuelle funktionelle Veränderungen der CD4+-T-Zellen zu vermeiden. Damit bleibt als
mögliche Erklärung für die Unterschiede zwischen der MLC mit Gesamt-T-Zellen und mit CD4+-T-
Zellen die Präsenz der CD8+-T-Zellen übrig. Diese CD8+-T-Zellen könnten in der MLC mit
Gesamt-T-Zellen entweder direkt durch die Anti-CD4 mAk beeinflusst werden oder indirekt durch
einen Einfluss der Anti-CD4 mAk auf die CD4+-T-Zellen und eine nachfolgende Veränderung der
Interaktion der CD4+-T-Zellen mit den CD8+-T-Zellen. Ein direkter Effekt von Anti-CD4 mAk auf
die CD8+-T-Zellen ist aufgrund der geringen Effekte von Anti-CD4 mAk in der MLC mit gereinigten
CD8+-T-Zellen unwahrscheinlich (s.u.). Im Gegensatz dazu ist eine Beeinflussung der CD8+-T-
Zellen im Rahmen der MLC mit Gesamt-T-Zellen über CD4+-T-Zell-vermittelte Effekte durchaus
denkbar, wie der Befund einer Modulation des CD8-Moleküls in vivo bei der Anti-CD4-
Behandlung der AA der Ratte andeutet [82]. Experimentell, d.h. im Rahmen einer MLC, könnte
diese Hypothese nur dadurch belegt werden, dass zwar die vollständige MLC einschließlich des
Einbaus markierter Nucleoside mit der gemischten Gesamt-T-Zellpopulation durchgeführt wird,
anschließend jedoch die Einbaurate in den CD4+- bzw. CD8+-T-Zellen getrennt analysiert wird.
 Unabhängig von der Dichte der Stimulator-Zellen und von der Konzentration der
eingesetzten Anti-CD4 mAk ließ sich die MLC mit gereinigten CD4+-T-Zellen in allen Fällen sehr
viel stärker durch Anti-CD4 mAk hemmen als die MLC mit Gesamt-T-Zellen (vgl. Abb.10 mit
Abb.9). Auch in diesem Fall liegt die Erklärung wahrscheinlich in der Anwesenheit der CD8+-T-
Zellen in der MLC mit Gesamt-T-Zellen (bzw. deren Abwesenheit in der MLC mit CD4+-T-Zellen).
Die Beobachtung, dass signifikante Unterschiede bezüglich der Effizienz der unterschiedlichen Anti-
CD4 mAk in der Hemmung der MLC zwar in der MLC der Gesamt-T-Zellen beobachtet wurden,
jedoch nicht bzw. nur in einem einzigen Fall in der MLC mit CD4+-T-Zellen (Abb.9,10), ist insofern
außergewöhnlich, als man in der MLC mit CD4+-T-Zellen deutlichere Effekte der Anti-CD4 mAk
erwarten sollte. Auf der anderen Seite entspricht die MLC mit Gesamt-T-Zellen sehr viel eher der in
vivo Situation, in der CD4+- und CD8+-T-Zellen gemeinsam im Rahmen einer Immunantwort
reagieren. Möglicherweise ist die gemeinsame Anwesenheit von CD4+- und CD8+-T-Zellen in der
MLC entscheidend, um differentielle Effekte der verschiedenen Anti-CD4 mAk zu beobachten.
 Auffällig war weiterhin, dass selbst bei der MLC mit gereinigten CD4+-T-Zellen die Zugabe der
verschiedenen Anti-CD4 mAk nicht zu einer kompletten Unterdrückung der T-Zell-Proliferation
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führte (Abb.10). Vergleichbare Ergebnisse wurden auch in einer MLC mit humanen T-Zellen
beschrieben, bei der die Anwesenheit von Anti-CD4 mAk in der MLC ebenfalls nur zu einer
partiellen Inhibition der Proliferation führte (um 25 bzw. 65 %) [161]. In dieser Publikation wurde
die inkomplette Hemmung in der MLC darauf zurückgeführt, dass die initialen Ereignisse der
alloreaktiven T-Zellaktivierung, d.h. die Expression von Aktivierungsmarkern wie CD25, CD71 oder
CD69 bzw. die Entstehung von T-Zellblasten (der Übergang der Zellen von der G0- in die G1-
Phase) durch die Anwesenheit der Anti-CD4 mAk während der MLC nicht verhindert werden
[161]. Allerdings führte in der vorliegenden Studie die Anwesenheit von Anti-CD4 mAk in der MLC
(insbesondere bei der MLC mit gereinigten CD4+-T-Zellen) zu einer massiven Inhibition um bis zu
80 % (Abb.10A,B,C). Bezüglich des Anti-CD4 mAk W3/25 finden sich in der Literatur
vergleichbare Ergebnisse, d.h. dieser Anti-CD4 mAk führt bei Anwesenheit in der 1° MLC mit
Zellen aus Lymphknoten [162] bzw. mit gereinigten CD4+-T-Zellen aus der Lymphe des Ductus
thoracicus [90] zu einer Inhibition der Proliferation um ca. 80 %. Entsprechende Daten für die Anti-
CD4 mAk OX35 und RIB5/2 sind bisher in der Literatur nicht vorhanden. Es wurde bisher lediglich
über den Einfluss einer in vivo Behandlung mit dem Anti-CD4 mAk RIB5/2 in
Transplantationsmodellen auf die nachfolgend untersuchte in vitro Proliferation von Milz-T-Zellen
berichtet, die ebenfalls sehr stark reduziert war (Inhibition von bis zu 99 %) [163]. Damit sind in der
vorliegenden Arbeit erstmals direkte Vergleiche zwischen den drei Anti-CD4 mAk W325, OX35
und RIB5/2 in der Ratten-MLC mit verschiedenen T-Zellpopulationen beschrieben. Ein Vergleich
von verschiedenen Anti-CD4 mAk bezüglich ihrer Effizienz in der MLC ist im menschlichen System
in der Literatur beschrieben [164]. In dieser Studie ergab sich eine Inhibition der Proliferation in der
MLC zwischen 45 und 82 %. Diese Inhibition war nicht abhängig von der Fähigkeit der Anti-CD4
mAk zur Modulation der CD4-Expression oder von der Epitopspezifität der verschiedenen Anti-
CD4 mAk. Allerdings zeigten einzelne Anti-CD4 mAk, die gegen verschiedene Epitope des CD4-
Moleküls gerichtet waren, eine geringere Proliferationshemmung in der MLC als die Mehrheit der
Anti-CD4 mAk; ein statistischer Vergleich der Effizienz der einzelnen Anti-CD4 mAk wurde in der
genannten Arbeit jedoch nicht durchgeführt, so dass signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Anti-CD4 mAk durchaus möglich erscheinen.
 Auch CD8+-T-Zellen ließen sich durch allogene APZ in einer MLC stimulieren und deren
Proliferationrate zeigte ebenfalls eine deutliche Abhängigkeit von der Zahl der allogenen APZ. Die
Aktivierung von CD8+-T-Zellen durch allogene APZ wurde bereits in einer Studie beschrieben, in
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der CD8+-T-Zellen aus dem Blut in einer MLC mit EBV-transformierten B-Zelllinien proliferierten
[158]. Der Zusatz der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk zur MLC mit CD8+-T-Zellen führte
einerseits nicht bei allen Stimulator-Zelldichten und andererseits nicht bei allen Konzentrationen an
Anti-CD4 mAk zu einheitlichen Effekten, außerdem bestanden die Effekte z.T. in einer Senkung, in
vielen Fällen aber auch in einer Erhöhung der Proliferationsrate gegenüber den Isotypkontrollen
(Abb.11). Eventuell könnte eine geringfügige Verunreinigung mit CD4+-T-Zellen (maximal 8 % nach
FACS-Daten; Ergebnisse nicht gezeigt) für diese Effekte verantwortlich sein. Dabei könnte sowohl
ein Effekt der Anti-CD4 mAk auf die Zellteilungsaktivität der CD4+-T-Zellen als auch auf die
Helferfunktion der CD4+-T-Zellen gegenüber den CD8+-T-Zellen in Frage kommen. Diese Deutung
erscheint allerdings aus folgenden Gründen sehr unwahrscheinlich: (1) die Effekte von Anti-CD4
mAk auf CD8+-T-Zellen zeigten keine deutliche Abhängigkeit von der Konzentration an Anti-CD4
mAk oder der Dichte an Stimulator-Zellen; (2) es wurden z.T. höhere, z.T. niedrigere
Proliferationsraten bei Anwesenheit von Anti-CD4 mAk beobachtet; (3) in der o.g. Literaturstelle
wurden 5 Tage (vorliegende Studie 3,6 Tage) nach einer allogeninduzierten Proliferation von CD8+-
T-Zellen aus dem peripheren Blut keine kontaminierenden CD4+-T-Zellen gefunden [158]. Die
Frage, ob es wirklich einen direkten Einfluss von Anti-CD4 mAk auf die CD8+-T-Zellen in der
MLC gibt, könnte nur durch eine größere Serie von Experimenten mit noch höher gereinigten CD8+-
T-Zellen geklärt werden.
 
 5.3 Effekte der Anti-CD4-mAk auf die Zytokinsekretion
 
 Auf der Basis von Literaturbefunden, die eine Beeinflussung desTH1/TH2-Verhältnisses durch die
Behandlung mit Anti-CD4 mAk beschreiben [90-93,165,166], wurden in der vorliegenden Studie
die Effekte der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk auf die Produktion von Zytokinen des TH1- und
TH2-Typs untersucht. Dabei wurden verschiedene experimentelle Ansätze verfolgt: 1. Die Messung
der Konzentration von IFNg, IL-2, IL-4 und IL-10 in der 2° MLC nach Anwesenheit der
verschiedenen Anti-CD4 mAk in der 1° MLC (MLC); 2. Die Messung der gleichen Zytokine sowie
TNFa im Zellkulturüberstand nach Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls durch die verschiedenen
Anti-CD4 mAk auf dem T-Zellklon A2b (CD4-Kreuzvernetzung A2b); 3. Die Messung der
Konzentration der o.g. Zytokine sowie TNFa im Zellkulturüberstand nach TZR-Stimulation von
primären CD4+-T-Zellen und anschließender Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls (CD4-
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Kreuzvernetzung primärer CD4+-T-Zellen); 4. Die Messung der Konzentration der o.g. Zytokine
sowie TNFa im Zellkulturüberstand und deren intrazellulärer Nachweis nach Präinkubation mit den
verschiedenen Anti-CD4 mAk, Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls und anschließender TZR-
Stimulation (CD4-Vorbehandlung). Im folgenden sind die Ergebnisse in der Reihenfolge der
Zytokine nacheinander für die verschiedenen experimentellen Ansätze diskutiert.
 
 Interferon g
 In den Überständen von CD4+-T-Zellen aus der MLC wurden keine Unterschiede in der
Konzentration von IFNg im Vergleich zur nicht mit Anti-CD4 mAk behandelten Kontrolle (PBS-
Kontrolle) festgestellt (Abb.12). Auch in den Experimenten ohne Stimulator-Zellen, d.h. CD4-
Kreuzvernetzung des T-Zellklons A2b bzw. von primären CD4+-T-Zellen oder deren CD4-
Vorbehandlung ließen sich keine Effekte der Anti-CD4 Behandlung auf die IFNg-Konzentration im
Zellkulturüberstand bzw. den Prozentsatz an IFNg-positiven Zellen nachweisen (Abb.13-16; einzige
Ausnahme: W3/25 induzierte eine IFNg-Erhöhung 24 h nach CD4-Kreuzvernetzung auf A2b, siehe
Abb.13). Diese Befunde stimmen gut mit Untersuchungen überein, die ebenfalls keinen Einfluss der
Anwesenheit des Anti-CD4 mAk W3/25 in der 1° MLC mit CD4+-T-Zellen der Ratte auf die
Sekretion von IFNg nach Restimulation der Zellen in einer 2° MLC belegten [90]. Auch bei der
Behandlung der multiplen Sklerose des Menschen mit dem chimären Anti-CD4 mAk cM-T412
wurde keine signifikante Änderung der IFNg-Produktion peripherer T-Zellen aus dem Blut im
Vergleich zur Placebogruppe beobachtet [167]. Ebenso wurde in einer 1° MLC mit teilweise
gereinigten CD4+-T-Zellen kein Einfluss der Anti-CD4 mAk auf die Expression von mRNA für
IFNg beobachtet [161].
 Im Gegensatz dazu wurde in einer multizentrischen, plazebo-kontrollierten Doppelblind-
Studie zur Therapie der RA mit dem humanisierten Anti-CD4 mAk OKTcdr4a beobachtet, dass
eine im Vergleich zur Plazebogruppe signifikant höhere Zahl von behandelten Patienten eine
reduzierte Expression von mRNA für IFNg sieben Wochen nach der zweiten therapeutischen
Applikation des Anti-CD4 mAk zeigten, die auch bei der Messung des sezernierten Zytokins
bestätigt wurde [93]. Auch in einem System mit wiederholter Stimulation von naiven CD4+-T-Zellen
durch kreuzvernetzte Anti-CD3 mAk war die Produktion von IFNg in der zweiten Stimulation
verringert, wenn in der ersten Stimulation gleichzeitig das CD4-Molekül mittels Anti-CD4 mAk
kreuzvernetzt wurde [92]. Eine mögliche Erklärung für den unterschiedlichen Einfluss der Anti-CD4
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Kreuzvernetzung in den verschiedenen Systemen könnte durch den Zeitpunkt der CD4-
Kreuzvernetzung im Verhältnis zur Stimulation über den TZR bedingt sein. Tatsächlich zeigt eine
Untersuchung, dass der Zeitpunkt der CD4-Kreuzvernetzung im Verhältnis zur Stimulation der Zellen
durch CD3-Kreuzvernetzung von Bedeutung für die Effektorfunktionen von T-Zellen sein kann
[123]. So ist die Proliferation von humanen T-Zellen aus dem peripheren Blut (induziert durch
simultane Kreuzvernetzung von CD3 und CD4) abhängig davon, wie lange die Zellen vorher mit
Anti-CD4 mAk präinkubiert wurden [123]. Obwohl die Proliferation von T-Zellen und die IFNg-
Produktion nur begrenzt vergleichbar sind, und obwohl in der vorliegenden Studie im Gegensatz zur
letzteren Studie eine CD4-Kreuzvernetzung erfolgte, ist es vorstellbar, dass auch in den o.g.
Untersuchungen der Zeitpunkt der CD4-Stimulation einen Einfluss auf die jeweils unterschiedliche
Zytokinsekretion hat.
 Im Allgemeinen können auch Speziesunterschiede einen deutlichen Einfluss auf die
Ergebnisse haben und die Unterschiede zwischen einigen der o.g. Studien und der vorliegenden
Studie erklären. So konnte z.B. gezeigt werden, dass die Zugabe von IL-4 allein oder im
Kombination mit Anti-IFNg mAk in der Ratte keinen Einfluss auf die IFNg-Produktion von Con A
stimulierten Milzzellen hat [168], während im Humansystem eindeutig reziproke Effekte von IL-4 und
IFNg auf die Differenzierung von TH1 und TH2-Zellen beschrieben worden sind [169]. An dieser
Stelle soll kurz auf grundlegende Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen den beiden Spezies
Mensch und Ratte eingegangen werden. So gibt es einerseits enorme Differenzen in der jeweiligen
Immunkompetenz; Ratten sind in geringerem Maße anfällig für Infektionen und widerstandsfähiger
gegenüber den verschiedensten Umweltbedingungen, was u. a. wahrscheinlich auf dem sehr großen
Anteil von Lymphozyten in ihrem peripheren Blut (ca. 80 %) beruht. Ähnlichkeiten sind z. B.
andererseits in der Expression des CD4-Moleküls auf T-Helferzellen und Makrophagen/DC im
Gegensatz zur Maus gegeben. Auch weisen die Arthritismodelle z. T. große Analogien zur humanen
RA auf, z. B. im histopathologischen Bild, der T-Zell-Abhängigkeit, der Organspezifität, der z. T.
symmetrischen Ausprägung (z. B. in der AA bzw. der CIA) oder dem chronischen Verlauf mit der
Möglichkeit von Entzündungsschüben (induzierbar in der Antigen-induzierten Arthritis). Deshalb ist
die Ratte als Modell für humane Erkrankungen, speziell Arthritiden gut geeignet, aus den





 Überraschenderweise zeigte die vorliegende Studie, dass sich die Sekretion von IL-2 in der 2° MLC
durch die Anti-CD4 Behandlung im Gegensatz zur PBS-Kontrolle signifikant erhöht (Abb.12C).
Außerdem verringert sich die IL-2 Sekretion in der PBS-Kontrolle im Verlaufe der 2° MLC
signifikant. Dieser Befund aus der vorliegenden Arbeit steht im Gegensatz zu Ergebnissen aus
veröffentlichten Studien, in denen eine verminderte mRNA Expression für IL-2 in humanen CD4+-T-
Zellen in einer 1° MLC bei gleichzeitiger Anwesenheit von Anti-CD4 mAk beschrieben wurde
[161]. Weiterhin wurde nach Behandlung von RA-Patienten mit Anti-CD4 mAk eine verminderte
mRNA Expression und Sekretion von IL-2 in PBMC beobachtet [93]. Allerdings wurde in der 2°
MLC nach Anwesenheit von Anti-CD4 mAk in der 1° MLC mit Ratten CD4+-T-Zellen aus dem
Ductus thoracicus eine unveränderte IL-2 Sekretion beobachtet [90]. Auch war die in vitro
Proliferation von CD4+-T-Zellen aus der Milz als Antwort auf die Stimulation mit Con A in den
Tieren mit AA signifikant erhöht, die in vivo erfolgreich mit Anti-CD4 mAk behandelt worden
waren [82]. Dabei ergab sich sogar eine signifikant inverse Korrelation zwischen der Höhe der T-
Zellreaktivität und dem Arthritisindex [82] (s.a. 2.2.4). Es ist also denkbar, dass die in der
vorliegenden Studie beobachtete Steigerung der IL-2 Sekretion in der 2° MLC durch die
Anwesenheit von Anti-CD4 mAk in der 1° MLC ebenfalls als Zeichen einer stärkeren T-
Zellaktivierung gewertet werden kann (vgl. Abb.12C). In den anderen, in der vorliegenden Studie
neben der MLC durchgeführten Experimenten (CD4-Kreuzvernetzung und CD4-Vorbehandlung)
konnten jedoch die in der MLC beobachteten Veränderungen der IL-2 Produktion durch den
Einfluss der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk nicht bestätigt werden (Abb.13, 14, 15).
 
 Die unterschiedlichen Auswirkungen von Anti-CD4 mAk in der MLC (siehe Abb.12) und in den
Experimenten zur CD4-Kreuzvernetzung (Abb.13, 14) bzw. zur CD4-Vorbehandlung (Abb.15, 17)
können eine Reihe von Ursachen haben:
> In der MLC, jedoch nicht in den anderen Experimenten, sind APZ vorhanden, die z.B. über
Zweitsignale die Sekretion von Zytokinen beeinflussen können.
> Bei der MLC handelt es sich um eine Messung der Zytokine nach Restimulation der Zellen,
während bei den anderen Experimenten die Erst-Stimulation untersucht wird.
> Bei der MLC und den anderen Experimenten unterscheidet sich der Zeitpunkt der Zugabe der
Anti-CD4 mAk, d.h. bei der MLC sind die Anti-CD4 mAk vom Beginn der Stimulation in der
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Kultur vorhanden, während in den Experimenten mit CD4-Kreuzvernetzung die Anti-CD4 mAk
nach der TZR-Stimulation zugegeben werden bzw. bei der CD4-Vorbehandlung die Anti-CD4




 Bezüglich des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 ergaben sich sowohl in der PBS-Kontrolle als
auch in den mit Anti-CD4 mAk inkubierten Kulturen ein signifikanter Anstieg der IL-10 Sekretion im
Verlaufe der 2° MLC. Außerdem waren während des gesamten Zeitverlaufs der 2° MLC zumindest
numerisch niedrigere Werte für alle drei Anti-CD4 mAk im Vergleich zur PBS-Kontrolle zu
beobachten, zum Zeitpunkt 16 h und 48 h waren diese Unterschiede zumindest zwischen der PBS-
Kontrolle und dem Anti-CD4 mAk RIB5/2 sogar signifikant (Abb.12D). In einer ähnlichen Studie
[90] mit Messung der in der 2° MLC gebildeten Zytokine nach Anwesenheit des Anti-CD4 mAk
W3/25 in der 1° MLC wurde jedoch keine Veränderung der IL-10 Sekretion beobachtet.
 Im Gegensatz zu den erarbeiteten Ergebnissen in der MLC zeigte die IL-10 Sekretion in den
Experimenten mit CD4-Kreuzvernetzung bzw. mit CD4-Vorbehandlung z.T. eine signifikante
Erhöhung der IL-10 Sekretion unter dem Einfluss von Anti-CD4 mAk. Dieser Einfluss war bei der
Stimulation des T-Zellklons A2b auf die Anti-CD4 mAk OX35 und RIB5/2 beschränkt, wurde
jedoch nach CD4-Vorbehandlung von primären CD4+-T-Zellen bei allen drei Anti-CD4 mAk
beobachtet (vgl. Abb.13 und Abb.15). Im Falle der CD4-Vorbehandlung wurde dieser Befund auch
durch den intrazellulären Zytokinnachweis bestätigt (Abb.17). Die Unterschiede zwischen der MLC
und den anderen experimentellen Ansätzen sind wahrscheinlich durch die bereits bei der Diskussion
der IL-2 Sekretion angeführten Differenzen zwischen den experimentellen Ansätzen erklärbar (s.o.).
Die Tatsache, dass bei CD4-Vorbehandlung relativ große Mengen von IL-10 (³ 1 ng/ml) in den
Zellkulturüberstand sezerniert werden (Abb.15E), aber ein lediglich geringer Prozentsatz an IL-10
positiven Zellen mit einer relativ niedrigen MFI bei der intrazellulären Zytokinfärbung (ICC)
beobachtet werden, deutet darauf hin, dass das innerhalb der Zelle gebildete Protein sofort ins
Medium abgegeben wird. Diese Annahme steht im Einklang mit der Tatsache, dass in den
vorliegenden Studien kein Golgi-Transportinhibitor, z.B. Monensin oder Brefeldin A, eingesetzt
wurde, und dass in der Literatur ein Maximum der IL-10 Produktion bereits 24 h nach der
Aktivierung von CD4+-T-Zellklonen beschrieben wurde [170].
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 Die Steigerung der IL-10 Sekretion durch Präinkubation mit Anti-CD4 mAk ist insofern
interessant, als die erfolgreiche Behandlung von Arthritismodellen mit Anti-CD4 mAk
möglicherweise durch eine solche Steigerung der Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-
10 erklärt werden könnte. Die anti-inflammatorische Rolle von IL-10 konnte bereits in einer Reihe
von Arthritismodellen belegt werden; so konnte sowohl die Gabe von IL-10 als auch die Induktion
der IL-10-Produktion durch adenoviralen Gentransfer die Krankheit signifikant inhibieren [171-
174]. Dieser anti-inflammatorische Effekt von IL-10 wird wahrscheinlich über die Inhibition der
Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1 vermittelt [175,176]. Auch die
therapeutische Effizienz der präventiven Anti-CD4 Behandlung in der AA der Ratte (siehe Einleitung)
könnte durch eine erhöhte Synthese von IL-10 in vivo erklärt werden, allerdings sind beim Fehlen
signifikanter Unterschiede zwischen den drei verschiedenen Anti-CD4 mAk in der CD4-
Vorbehandlung in vitro (Abb.15) differentielle therapeutische Effekte der verschiedenen Anti-CD4




 Die Sekretion von IL-4 (als typischem TH2-Zytokin) in der MLC war in unseren Untersuchungen
insgesamt sehr gering. Es konnten dabei weder Unterschiede zwischen Anti-CD4 mAk behandelten
und Vehikel behandelten Zellen noch zwischen den einzelnen Anti-CD4 mAk beobachtet werden
(Abb.12). Diese Daten stehen im Kontrast zu einer bereits oben erwähnten ähnlichen Studie, bei der
die Präsenz des Anti-CD4 mAk W3/25 in der 1° MLC mit CD4+-T-Zellen eine eindeutige TH2-
Antwort dieser Zellen (d.h. IL-4 und IL-13 Produktion) nach einer Restimulation (2° MLC) zur
Folge hatte [90]. Der grundlegende Vergleich beider Studien offenbart, dass CD4+-T-Zellen aus
Rattenstämmen mit unterschiedlichen genetischen MHC-Haplotypen - PVG-Ratten (RT1c) bzw.
Lewis-Ratten (RT1l) - eingesetzt wurden. Literaturdaten zeigen tatsächlich die Abhängigkeit der
Sekretion unterschiedlicher Zytokinmuster (IL-2 und IFNg bzw. IL-4) als Immunantwort auf
Kollagen IV von den MHC-Polymorphismen verschiedener Mausstämme [177]. Auch die Tatsache,
dass die Gabe von Quecksilberchlorid (HgCl2) in dem suszeptiblen Stamm der Brown-Norway
Ratte, jedoch nicht in dem nicht suszeptiblen Lewis-Stamm zur Entwicklung einer IL-4 abhängigen
autoimmunen Glomerulonephritis führt [178-180], weist darauf hin, dass die Größenordnung der IL-
4 Sekretion vom untersuchten Stamm abhängt.
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 Außerdem könnten die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen der vorliegenden Studie und
der von STUMBLES und MASON [90] auch dadurch bedingt sein, dass in der vorliegenden Studie
CD4+-T-Zellen aus der Milz, in der anderen Untersuchung jedoch CD4+-T-Zellen aus der Lymphe
des Ductus thoracicus eingesetzt wurden. In der Tat unterscheidet sich die Zusammensetzung der
T-Zellen aus verschiedenen Körperkompartimenten, z.B. die des Ductus thoracicus von der des
peripheren Blutes, bezüglich ihres Anteils an CD45RChigh, naiven und CD45RClow, Gedächtnis-T-
Zellen [181,182]. Dies könnte eine Bedeutung haben, da sich auch die Fähigkeit dieser beiden
Zelltypen zur Produktion von IFNg, IL-2 bzw. IL-4 deutlich unterscheidet [183].
 Interessanterweise führte die CD4-Kreuzvernetzung beim T-Zellklon A2b nach 48 h zu einer
erhöhten Sekretion von IL-4 im Falle der Anti-CD4 mAk OX35 (numerisch) und RIB5/2
(signifikant) gegenüber der Isotypkontrolle (Abb.13D). Dieser Effekt trat jedoch nicht bei dem Anti-
CD4 mAk W3/25 auf. Demgegenüber war nach einer 24-stündigen Kulturdauer die Sekretion von
IL-4 bei allen Anti-CD4 mAk behandelten Kulturen im Vergleich zur Isotypkontrolle signifikant
niedriger (Abb.13D). Dieser Befund steht im Kontrast zu den Untersuchungen der vorliegenden
Studie mit primären CD4+-T-Zellen und könnte auf eine partielle Dysregulation des T-Zellklons
zurückzuführen sein. Der T-Zellklon A2b befindet sich bereits seit Jahren in verschiedenen Labors in
Kultur und wurde währenddessen häufig mit einem T-Zell-Mitogen (Con A) restimuliert. Die
Langzeitkultur könnte die Selektion einzelner Subpopulationen von Zellen begünstigt haben, die auf
Grund eines Regulationsdefektes ohne Restimulation kontinuierlich wachsen. Tatsächlich ist der T-
Zellklon A2b in der Lage, über lange Zeit bei alleiniger Zugabe von IL-2 zum Kulturmedium zu
wachsen. Insofern stellt sich hier auch die Frage, inwieweit einzelne Zelllinien überhaupt geeignet
sind, die wahren Verhältnisse z. B. bezüglich der Signaltransduktion zu untersuchen. So zeigt z. B.
die konstitutive Aktivität von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB im T-Zellklon A2b (s. Abb.29), die
durch starke Stimuli nicht weiter erhöht werden kann, dass in solchen Zelllinien gewonnene
Ergebnisse immer den Vergleich zur Situation in entsprechenden primären Zellen erfordern, was
soweit möglich in der vorliegenden Arbeit berücksichtigt wurde.
 Die Experimente der CD4-Vorbehandlung ergaben keine signifikanten Unterschiede
zwischen den drei verschiedenen Anti-CD4 mAk bezüglich ihres Einflusses auf die Sekretion von IL-
4 (Abb.15). Dagegen konnte durch die ICC der in gleicher Weise behandelten Zellen nachgewiesen
werden, dass der Anti-CD4 mAk W3/25 im Gegensatz zu den beiden anderen Anti-CD4 mAk
OX35 und RIB5/2 eine erhöhte Produktion von IL-4 induzierte (Abb.16, 17). Dieser Befund drückt
  99
sich in einer - verglichen mit den Anti-CD4 mAk OX35 und RIB5/2 - signifikant höheren MFI und
einem im Vergleich zur Isotypkontrolle signifikant höheren Prozentsatz an IL-4-positiven Zellen aus.
Dieser Befund stimmt mit den Daten aus der bereits mehrfach erwähnten Studie von STUMBLES und
MASON [90] überein, die eine Erhöhung der IL-4 Sekretion nach Präsenz des Anti-CD4 mAk
W3/25 in der 1° MLC) und einer Restimulation in der 2° MLC nachweisen konnten. Auch im
humanen System konnte beobachtet werden, dass eine Vorbehandlung mit dem Anti-CD4 mAk
MAX.16H5 in vitro die intrazelluläre Konzentration von IL-4 in T-Zellklonen erhöht [91].
 Der Vergleich zwischen den Ergebnissen des Zytokinnachweises für IL-4 im
Zellkulturüberstand mittels ELISA und in den Zellen mittels ICC zeigt, dass die durch den Anti-CD4
mAk W3/25 induzierte, erhöhte IL-4 Produktion zwar intrazellulär, jedoch nicht im Kulturmedium
nachzuweisen war. Für dieses Phänomen gibt es mehrere mögliche Erklärungen: Einerseits könnten
die Zellen in der Kultur das freigesetzte Zytokin verbrauchen (IL-4 stellt für TH2-Zellen einen
Wachstumsfaktor dar); andererseits wäre eine sehr langsame Kinetik der Freisetzung des intrazellulär
gebildeten IL-4 denkbar. Auf die Beteiligung des letzteren Mechanismus könnte die zumindest
numerische Erhöhung der mittels ELISA gemessenen IL-4 Konzentration im Zellkulturüberstand zum
Zeitpunkt 48 h nach Zugabe des Anti-CD4 mAk W3/25 im Vergleich zum Zeitpunkt 24 h hinweisen
(siehe Abb.15D).
 Die durch Anti-CD4 mAk induzierte Erhöhung der Produktion des anti-inflammatorischen
Zytokins IL-4 könnte einer der Gründe für die erfolgreiche Therapie von experimentellen Arthritiden
mit Anti-CD4 mAk sein. In der Tat gibt es in der Literatur Befunde, die für diesen Mechanismus
sprechen. So führte der Einsatz eines nicht depletierenden Anti-CD4 mAk (KT6) bei der
Behandlung der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA) der Maus zu einer um 80 % verringerten
Inzidenz des Ausbruchs der Krankheit, einhergehend mit einer signifikant erhöhten Produktion von
IL-4 durch Zellen des drainierenden inguinalen Lymphknotens [184]; daneben konnten Milzzellen
arthritischer Tiere in vitro durch Antigen-spezifische Restimulation (Kollagen II) unter Anwesenheit
dieses Anti-CD4 mAk zur Produktion von signifikanten Mengen an IL-4 angeregt werden [184].
Allerdings kann die Induktion des anti-inflammatorischen Zytokin IL-4 bei der Anti-CD4
Behandlung der AA der Ratte nicht die einzige Erklärung für die klinische Besserung sein, da lediglich
einer der klinisch effizienten Anti-CD4 mAk (W3/25) die IL-4 Produktion nach CD4-




 Der Anti-CD4 mAk RIB5/2 bewirkte im Unterschied zu den beiden anderen Anti-CD4
mAk (W3/25 und OX35) in allen experimentellen Ansätzen eine erhöhte Freisetzung von TNFa,
d.h. 1.) nach CD4-Kreuzvernetzung der Anti-CD4 mAk auf dem T-Zellklon A2b; 2.) nach CD4-
Kreuzvernetzung der Anti-CD4 mAk auf TZR-stimulierten primären CD4+-T-Zellen; und 3.) nach
Präinkubation von primären CD4+-T-Zellen mit den drei verschiedenen Anti-CD4 mAk und
anschließender Stimulation über den TZR (Abb.13C, 14C, 15C). Die nur durch den Anti-CD4 mAk
RIB5/2 ausgelöste Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins TNFa weist eine klare Parallele
zu der differentiellen therapeutischen Effizienz der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk in vivo auf und
könnte deshalb eine Erklärung für den beschleunigten Ausbruch der AA bei präventiver Behandlung
mit diesem Anti-CD4 mAk darstellen.
 Tatsächlich wird TNFa als ein Schlüsselzytokin im Netzwerk des Entzündungsprozesses von
Arthritiden (z.B. in der humanen RA) angesehen. Es wurde sowohl im synovialen Gewebe [185] wie
auch in der Synovialflüssigkeit und im Serum von RA-Patienten [186,187] in erhöhtem Maße
gefunden. Auch zeigten in vitro Studien seine wesentliche Funktion bei der Regulation des
Zytokinnetzwerkes im entzündlichen Geschehen. So beeinflusst TNFa die Expression weiterer, von
Makrophagen synthetisierter, proinflammatorischer Zytokine, wie IL-1b  und GM-CSF, die beide
durch die Neutralisation von TNFa in Kulturen synovialer Zellen aus arthritischen Gelenken
herunterreguliert werden [188,189]. Beeindruckende Erfolge bei der Therapie der RA mit einem
chimären Anti-TNFa mAk [190] belegen die wichtige Rolle dieses Zytokins während des
arthritischen Krankheitsprozesses.
 Die Bedeutung von TNFa als proinflammatorischer Mediator konnte auch in experimentellen
Arthritismodellen belegt werden. So entwickelt eine TNFa-transgene Maus spontan eine chronische
Arthritis, die durch Anti-TNFa-Behandlung verhindert werden kann [191]. Interessanterweise ist
während der AA der Ratte jedoch keine mRNA für TNFa in der Synovialmembran nachzuweisen
[192]. Trotzdem besitzt TNFa auch in diesem Modell, das für die vorliegende Arbeit von Relevanz
ist, Bedeutung. Beobachtungen aus unserer Arbeitsgruppe zeigen nämlich, dass die Gentranskription
von TNFa im drainierenden, poplitealen Lymphknoten analog zur mRNA für IFNg bereits vor dem
Ausbruch der Krankheit (Tag 6) ansteigt [192]. Das deutet auf eine systemische Auslösung der AA
hin, die in dem Lymphknoten beginnt, der der Injektionsstelle des arthritogenen M.t. am nächsten
liegt. Die Vermutung ist, dass krankheitsrelevante CD4+-T-Zellen im Lymphknoten durch APZ
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aktiviert werden, dann expandieren und in der Folge einerseits lokal Makrophagen aktivieren, die
wiederum große Mengen an proinflammatorischen Zytokinen bilden und andererseits über die
Lymphe und das Blut in das Gelenk migrieren. Falls die in vitro beobachtete Induktion der TNFa-
Sekretion von CD4+-T-Zellen durch Behandlung mit dem Anti-CD4 mAk RIB5/2 auch in vivo
auftritt, könnte bei einer präventiven Behandlung der AA mit dem Anti-CD4 mAk RIB5/2 in vivo
freigesetztes TNFa das entzündliche Geschehen beeinflussen. So könnte zuerst die Immunreaktion
im Lymphknoten beschleunigt und später die Gelenkentzündung verstärkt werden, was seinen
Ausdruck im beschleunigten Ausbruch und im schlechteren klinischen Verlauf der AA nach
präventiver Therapie mit dem Anti-CD4 mAk RIB5/2 findet (siehe 2.2.4 und [82]).
 Im Gegensatz zur präventiven Behandlung der AA (siehe 2.2.4 und [82]) erweist sich der
Anti-CD4 mAk RIB5/2 bei der Toleranzinduktion während der allogenen Transplantation
interessanterweise als sehr wirksam [86,193]. Nach der präventiven Gabe des Anti-CD4 mAk
RIB5/2 vor der Transplantation von Nieren aus Wistar-Furth-Ratten in BDIX-Ratten kam es im
Transplantat am Tag 5 zur deutlichen Suppression der Genexpression der TH1-Zytokine TNFa, IL-
2 und IFNg, dagegen wurde die mRNA-Expression von TH2-Zytokinen entweder nicht beeinflusst
(IL-4) oder nur marginal verringert (IL-10) [194]. Dieser Befund steht im deutlichen Gegensatz zu
der in der vorliegenden Studie beobachteten, erhöhten Freisetzung von TNFa nach Anti-CD4
Behandlung mit RIB5/2 in vitro. Allerdings kam es bei der o.g. Transplantationsstudie in der
RIB5/2-Gruppe nach 10 Tagen zu einer sekundären Zunahme der Menge an mRNA für TNFa, die
aber nicht das Niveau der unbehandelten Kontrollgruppe erreichte. So induziert der Anti-CD4 mAk
RIB5/2 möglicherweise auch in Transplantationsmodellen eine Sekretion von TNFa, allerdings mit
einer anderen Kinetik und in einer anderen Größenordnung als im Arthritismodell der AA in der
Ratte.
 
 5.4 Einfluss der Anti-CD4 mAk auf die TZR-vermittelte Apoptose
 
 Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass eine Kreuzvernetzung des CD4-Korezeptors
auf CD4+-T-Zellen durch die Anti-CD4 mAk W3/25, OX35 und RIB5/2 vor einer anschließenden
Aktivierung über den TZR keine vermehrte Fragmentation der DNA (als Zeichen der Apoptose) im
Vergleich zur Inkubation mit der Isotypkontrolle auslöst (Abb.18).
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 Dieser Befund ist mit Daten aus der Literatur vereinbar, die zeigen, dass die Anwesenheit des
Anti-CD4 mAk RIB5/2 in einer allogenen MLC mit mononukleären Zellen der Ratte (Dark Agouti
gegen Lewis) die Zellen vor der anschließenden Induktion der Apoptose mittels Festphasen-Anti-
CD3 mAk schützte [195]. Dieser Schutz war mit einer 4fachen Erhöhung der Expression des anti-
apoptotischen Gens bag-1 in RIB5/2 behandelten gegenüber unbehandelten Zellen verbunden. Auch
im humanen System gibt es Hinweise auf eine Inhibition der Apoptose durch Anti-CD4 mAk. So
führte z.B. eine einstündige Vorinkubation von humanen T-Zellklonen mit verschiedenen Anti-CD4
mAk ohne Kreuzvernetzung zu einer Hemmung der durch Anti-CD3 mAk oder das Superantigen
Staphylococcus Enterotoxin A induzierten Apoptose [196]. Die Inhibition des programmierten
Zelltodes in diesen T-Zellklonen war von einer verringerten Expression des Fas-Liganden (FasL),
dem natürlichen Bindungspartner des Apoptose induzierenden Oberflächenmoleküls Fas (CD95),
auf mRNA und auf Proteinebene begleitet, ein Befund, der die Ursache für eine verringerte
Suszeptibilität der T-Zellen für apoptotische Prozesse darstellen könnte.
 Auf der anderen Seite gibt es einer Reihe von Untersuchungen, die von einer erhöhten
Suszeptibilität von CD4+-T-Zellen für den programmierten Zelltod nach einer Behandlung mit Anti-
CD4 mAk berichten. So induziert im Humansystem der Anti-CD4 mAk Leu3a bei hoch gereinigten
(98 %ige Reinheit), primären CD4+-T-Zellen einerseits eine erhöhte Expression des FasL und
andererseits eine erhöhte Suszeptibilität der CD4+-T-Zellen für die Apoptose durch das Fas/FasL-
System oder TNFa [197]. Auch die Vorbehandlung von murinen CD4+-T-Zellen aus der Milz mit
Anti-CD4 mAk führt zu einer erheblich erhöhten Apoptoserate durch anschließende
Kreuzvernetzung des TZR, bei der das Fas/FasL-System ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen
scheint [128,198,199]. Die o.g., teilweise konträren Literaturbefunde zum Einfluss von Anti-CD4
mAk auf die Apoptose in T-Zellen legen nahe, dass die differentiellen Effekte auf die T-Zell-
Apoptose durch die individuellen Eigenschaften der verschiedenen Anti-CD4 mAk bedingt sein
könnten. Tatsächlich waren in einer Studie mit einem humanen T-Zellklon lediglich fünf von sechs
Anti-CD4 mAk in der Lage, bei Anwesenheit während der Antigen-spezifischen Stimulation der T-
Zellen eine höhere Apoptoserate zu induzieren als die Isotypkontrolle [152]. Da die sechs genannten
Anti-CD4 mAk alle unterschiedliche Epitope des CD4-Moleküls erkennen, ist eine Bedeutung der
Epitopspezifitäten für die Auslösung des programmierten Zelltodes denkbar. Da jedoch keiner der
drei in der vorliegenden Studie eingesetzten Anti-CD4 mAk eine erhöhte Apoptoserate induzierte,
scheinen die von diesen mAk erkannten Epitope keine Bedeutung für die Apoptoseinduktion zu
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haben. Daher scheint auch eine differentielle Induktion des programmierten Zelltodes durch die
verschiedenen Anti-CD4 mAk keine Erklärung für die unterschiedliche klinische Effizienz zu sein.
 
 5.5 Intrazelluläre Mechanismen der anti-CD4-Behandlung von T-Zellen
 




 Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit zeigen deutlich, dass die drei verschiedenen Anti-CD4
mAk weder eine Wirkung auf die Aktivität noch auf den Phosphorylierungszustand der p59fyn
ausüben (Abb.22, 23, 24).
 Auch in einer anderen Studie im Humansystem wurde durch eine Stimulation mit Anti-CD4
mAk keine Aktivierung der p59fyn nachgewiesen [200], obwohl eine, wenn auch geringe, Assoziation
von CD4 und p59fyn beobachtet wurde [201]. Dem stehen jedoch Beobachtungen von anderen
Studien gegenüber, in der die Kreuzvernetzung mit anderen Anti-CD4 mAk zu einer
Aktivitätserhöhung von p59fyn in Jurkat-Zellen [135] als auch in humanen PBMC [202] führte. Der
letztere Befund ist insofern erstaunlich, als unter physiologischen Bedingungen der größte Anteil der
p59fyn mit dem TZR/CD3-Komplex assoziiert ist [203]. Da es keine Hinweise auf eine direkte
Interaktion zwischen p59fyn und CD4 gibt, ist eine Beeinflussung der Aktivität der p59fyn über Anti-
CD4 mAk nur über eine indirekte Assoziation zwischen den beiden Molekülen erklärbar. Tatsächlich
wurde in Jurkat T-Zellen, die eine konstitutiv aktive Mutante der CD4-assoziierten p56lck
exprimierten, auch eine Hyperaktivität der p59fyn beobachtet, die auf eine p56lck-vermittelte,
indirekte Interaktion zwischen p59fyn und CD4 hinweist [202].
 Die differentielle Beeinflussung der Aktivität der p59fyn durch unterschiedliche Anti-CD4
mAk legt wiederum nahe, dass die individuellen Eigenschaften der Anti-CD4 mAk für die
differentiellen Effekte verantwortlich sein könnten. Da jedoch in der vorliegenden Arbeit keine
Effekte der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk auf die Aktivität der p59fyn beobachtet wurden, kann
die unterschiedliche klinische Effizienz nicht in einer differentiellen Beeinflussung der Aktivität dieser
PTK begründet sein.
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 Die PTK p56lck ist für CD4-vermittelte Signale besonders interessant, da sie mit einer cystein-
enthaltenden Sequenz (CXCP) in der zytoplasmatischen Domäne des CD4 nichtkovalent assoziiert
ist [204,205], und den CD4-Korezeptor zur Signalübertragung befähigt. In unseren Untersuchungen
(Abb.19, 20) hat die Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls durch die drei verschiedenen Anti-CD4
mAk jeweils eine ähnliche Erhöhung der Aktivität der p56lck zur Folge.
 Das steht im Einklang mit Literaturbefunden, die davon berichten, dass unabhängig von den
benutzten Anti-CD4 mAk und dem jeweils erkannten Epitop eine Kreuzvernetzung des CD4-
Moleküls zu einer schnellen Erhöhung der Aktivität der p56lck in CD4+-T-Zellen führt
[135,206,207]. Die Aktivitätserhöhung der p56lck durch Anti-CD4 mAk wird dadurch
hervorgerufen, dass die CD4-Moleküle und damit auch die CD4-assoziierten p56lck-Moleküle in
enge räumliche Nähe zueinander kommen, was zu einer gegenseitigen (Auto-) Phosphorylierung der
p56lck am Tyr394 in der Aktivierungsschleife der katalytischen Domäne [208], und damit zur
Erhöhung der katalytischen Aktivität führt [209].
 In der vorliegenden Arbeit konnten keine differentiellen Effekte der drei verschiedenen Anti-
CD4 mAk auf die Aktivität der p56lck beobachtet werden. Insofern kann eine differentielle
Beeinflussung der Aktivität der p56lck nicht die Erklärung für die unterschiedliche klinische Effizienz
der drei Anti-CD4 mAk sein.
 
 Die CD4-assoziierte p56lck greift jedoch nicht nur über ihre katalytische Aktivität in die intrazellulären
Prozesse der Signaltransduktion ein, sondern vermittelt über ihre SH2- bzw. SH3-Domänen auch
die Interaktion mit anderen Signalmolekülen, z.B. mit sog. Adaptermolekülen wie Shc.
 So gibt es in der Literatur Hinweise darauf, dass gereinigte p56lck grundsätzlich in der Lage
ist, das Shc-Adaptermolekül in vitro zu phosphorylieren [210]. In der vorliegenden Studie wurde
nach Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls auf primären CD4+-T-Zellen oder auf dem T-Zellklon
A2b jedoch keine Tyrosin-Phosphorylierung des Shc induziert (vgl. Abb.27). Im Gegensatz zu
diesen Befunden zeigen Untersuchungen in Jurkat-T-Zellen, dass eine CD4-Kreuzvernetzung mit
Anti-CD4 mAk eine Phosphorylierung des Shc auslöst [135,156]; die Stärke der Shc-
Phosphorylierung wird dabei durch verschiedene Anti-CD4 mAk mit distinkter Epitopspezifität
unterschiedlich beeinflusst [135].
 Neuere Ergebnisse mit humanen peripheren T-Zellen zeigen hingegen, dass Shc nur durch
die Kreuzvernetzung der CD4- und CD3-Moleküle wirksam phosphoryliert werden kann [211]. Die
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CD4-vermittelte Tyrosin-Phosphorylierung des Shc durch die p56lck findet nämlich nur an einem
Tyrosinrest (Tyr317) des Shc statt [211], während eine Phosphorylierung aller drei potentiellen
Tyrosinreste nur durch die zusätzliche Aktivität zweier PTK der syk-Familie (syk und ZAP-70)
erfolgt, die ihrerseits durch CD3-Kreuzvernetzung aktiviert werden [138,211]. Deshalb könnte die
fehlende Phosphorylierung des Shc in der vorliegenden Studie, d.h. nach einer CD4 Kreuzvernetzung
ohne TZR/CD3-Stimulation, auf die fehlende Assoziation des Shc mit dem TZR/CD3-Komplex
zurückzuführen sein. Dadurch kann das Shc nicht über seine SH2-Domäne an die phosphorylierten
z-Ketten des TZR binden [212], und durch die fehlende Assoziation mit den PTK syk und ZAP-70
nicht vollständig phosphoryliert werden.
 Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in unserem System (T-Zellklon A2b
und primäre CD4+-T-Zellen aus der Rattenmilz) differentielle Effekte der drei verschiedenen Anti-
CD4 mAk auf die Tyrosin-Phosphorylierung des Shc keine Erklärung der unterschiedlichen
klinischen Effizienz darstellen können.
 
 Änderung der intrazellulären Kalziumkonzentration [Ca2+]i
 Neben der Tyrosinphosphorylierung ist auch die Mobilisierung von Ca2+ als sekundärem Botenstoff
mit einer nachfolgenden Wirkung auf Ca2+-abhängige Signalproteine ein initiales Ereignis nach
Rezeptor-vermittelter Aktivierung von T-Zellen.
 Bei den Untersuchungen in der vorliegenden Studie konnte durch Inkubation von CD4+-T-
Zellen mit den drei Anti-CD4 mAk und anschließender Kreuzvernetzung keine signifikante Zunahme
der [Ca2+]i im Vergleich zum Isotypkontrollantikörper beobachtet werden (Abb.25C, 26). Dieser
Befund steht im Gegensatz zu einigen anderen Studien, in denen eine Beeinflussung der [Ca2+]i durch
die Anti-CD4 mAk vermittelte Kreuzvernetzung des CD4-Moleküls beobachtet wurde
[130,135,213], stimmt aber mit anderen Untersuchungen überein, in denen ebenfalls über einen
fehlenden Einfluss von einzelnen Anti-CD4 mAk auf die [Ca2+]i berichtet wurde [135]. Es sollte
jedoch beachtet werden, dass messtechnische Probleme zu einer begrenzten Beurteilbarkeit der
Messung der [Ca2+]i in der vorliegenden Studie führen könnten. Auf Grund der im Gegensatz zur
Situation nach TZR-Kreuzvernetzung nur geringen Erhöhung der [Ca2+]i nach CD4-Kreuzvernetzung
(Abb.25C) sind sehr lange Messzeiträume erforderlich, die sich möglicherweise durch die Diffusion
von Fluoreszenzindikator aus der Zelle auf die Verlässlichkeit der Messergebnisse auswirken
können. Messungen auf Einzelzellniveau [214,215], die eine höhere Sensitivität zur Beurteilung der
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differentiellen Effekte der verschiedenen Anti-CD4 mAk ermöglichen würde, waren in der
vorliegenden Studie nicht durchführbar. Trotz dieser methodischen Einschränkung scheint eine
differentielle Wirkung der verschiedenen Anti-CD4 mAk ebenfalls keine Erklärung für die
unterschiedlichen klinischen Effekte zu sein.
 
 5.5.2 Effekte der Anti-CD4-mAk auf die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
 
 NF-AT
 Der Transkriptionsfaktor NF-AT wurde zuerst als ein nukleärer Faktor beschrieben, der nach
Stimulation von T-Zellen über den TZR induziert wird [216]. So ist er vor allem wichtig bei der
Initiation der Transkription des IL-2-Gens, in dessen Promotor es zwei Bindungsstellen für NF-AT
gibt (Übersicht in [217,218]). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die
Kreuzvernetzung der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk in keinem der von uns untersuchten
experimentellen Ansätze, d.h. in einem Reportergen-Assay mit dem NF-ATluc transfizierten T-
Zellhybridom A2bH (Abb.26) bzw. in Gelshift-Assays mit dem T-Zellklon A2b (Abb.27A) oder
primären CD4+-T-Zellen der Rattenmilz (Abb.28A, 29A), zu einer nachweisbaren Aktivierung
(Kerntranslokation) von NF-AT führt. Dieser Befund stimmt mit den Beobachtungen aus zwei
anderen Studien überein. So führte eine Vorinkubation einer murinen T-Zelllinie (EL4) mit einem
Anti-CD4 mAk (YTS 177) nicht zu einer höheren NF-AT-Aktivität als die Mediumkontrolle [133];
auch eine Präinkubation humaner, gereinigter CD4+-T-Zellen aus dem peripheren Blut mit den Anti-
CD4 mAk Leu3a und 13B8-2 bewirkte keine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-AT [127].
Die Beobachtung, dass die CD4-Präinkubation eine nachfolgende Aktivierung von NF-AT durch
Anti-CD3 mAk [133] bzw. durch Anti-CD3 mAk/PMA oder PMA/Ionomyzin [127] verringert,
spricht sogar für einen negativen Effekt von Anti-CD4 mAk auf die Aktivierung von NF-AT.
 Allerdings finden sich in der Literatur auch zwei Befunde aus der Gruppe von BALDARI, die von
einer Aktivierung des Transkriptionsfaktor NF-AT in einer humanen T-Leukämie-Zelllinie (Jurkat)
nach CD4-Kreuzvernetzung mit den Anti-CD4 mAk OKT4 bzw. B66.6 berichten [135,219]. In
diesen Studien wurden jedoch auch Anti-CD4 mAk (M55, 7.3F11, 63G4) beschrieben, die nicht zu
einer Aktivierung von NF-AT in der Lage waren. Die bei der NF-AT-Aktivierung unwirksamen
Anti-CD4 mAk waren gleichzeitig nicht in der Lage, eine Erhöhung des intrazellulären
Kalziumspiegels zu induzieren. Da bekannt ist, dass die Kerntranslokation von NF-AT eine erhöhte
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Kalziumkonzentration im Zellinneren voraussetzt (siehe 2.2.4, Abb.4 und [217]), ist die Unfähigkeit
der drei von uns benutzten Anti-CD4 mAk, in den Zellen Kalzium zu mobilisieren, möglicherweise
die Ursache für die fehlende NF-AT-Aktivierung. Das wird um so deutlicher, als eine zusätzlich zur
CD4-Kreuzvernetzung durchgeführte Behandlung mit der Kalziumionophore Ionomyzin, die einen
Einstrom von Kalzium in die Zelle bewirkt, zu einer Aktivierung von NF-AT führt (Daten nicht
gezeigt). Die o.a. Beobachtungen zeigen, dass die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-AT
durch verschiedene Anti-CD4 mAk differentiell beeinflussbar ist, was die Abhängigkeit dieser
Aktivierung von dem jeweilig erkannten Epitop des CD4-Moleküls vermuten lässt. Da jedoch keiner
der drei in der vorliegenden Studie untersuchten Anti-CD4 mAk eine Aktivierung von NF-AT
bewirkt, ergibt sich bei der Betrachtung dieses Parameters keine Parallele zur differentiellen
klinischen Effizienz der drei Anti-CD4 mAk in vivo.
 
 AP-1
 Eine charakteristische Eigenschaft der NF-AT-Proteine ist die kooperative Bindung mit
Transkriptionsfaktoren der Fos- und Jun-Familie, die als Heterodimere AP-1 wirken, an die distale
NF-AT-Bindungsstelle des IL-2 Promotors [220]. Bei der Untersuchung der Bindungsaktivitäten
von AP-1 während der vorliegenden Arbeit konnte keine Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors
durch CD4-Kreuzvernetzung mit den drei verschiedenen Anti-CD4 mAk beobachtet werden
(Abb.29C, 30C, 31C). Wenn die CD4+-T-Zellen mit den Anti-CD4 mAk vorinkubiert und danach
mit festphasenadsorbierten Anti-CD3 mAk stimuliert wurden, stellte sich ein leicht inhibierender
Effekt der Anti-CD4 mAk auf die Aktivierung von AP-1 heraus (vgl. Abb.31C). Beide Effekte von
Anti-CD4 mAk sind in der Literatur bekannt, und wurden sowohl in Zelllinien wie Jurkat [221] und
EL4 [133] aber auch in primären CD4+-T-Zellen des peripheren Blutes beobachtet [127].
 Die fehlende bzw. inhibierende Wirkung von Anti-CD4 mAk auf den Transkriptionsfaktor AP-1 ist
möglicherweise auf die fehlende Aktivierung von PKC-abhängigen Signalwegen zurückzuführen. Für
diese Hypothese sprechen Beobachtungen aus einer Studie, in der die Aktivierung von AP-1 nach
Inkubation von Jurkat-T-Zellen mit einem Anti-CD4 mAk (Leu3a) durch die PKC-spezifischen
Inhibitoren H7 und Calphostin gehemmt werden konnte [222]. Da die drei unterschiedlichen Anti-
CD4 mAk in der vorliegenden Studie keine differentiellen Effekte bei der Aktivierung von AP-1





 NF-kB wurde zuerst als ein B-Zell-spezifischer Faktor beschrieben, der an den Promotor des Gens
für den k-Isotyp der leichten Immunglobulinkette bindet [223]. Später wurde klar, dass NF-kB in
fast allen Zelltypen exprimiert wird, durch eine Reihe von extrazellulären Signalen aktiviert werden
kann und an der transkriptionellen Regulation vieler Gene mitwirkt [224]. Bei der Analyse der
Effekte der drei verschiedenen Anti-CD4 mAk auf die Aktivität von NF-kB kristallisierten sich in
der vorliegenden Arbeit bemerkenswerte Unterschiede zwischen den drei verschiedenen Anti-CD4
mAk heraus. Interessanterweise konnte der Anti-CD4 mAk RIB5/2 bei einer Vorbehandlung und
anschließenden CD3-Kreuzvernetzung von primären CD4+-T-Zellen in stärkerem Maße NF-kB
induzieren, als die beiden anderen Anti-CD4 mAk (Abb.31B). In vielen Untersuchungen wird von
einer direkten Stimulation der Aktivität von NF-kB durch Anti-CD4 mAk oder gp120/gp160
berichtet [133,219,221,225-227]. Die CD4-Vorbehandlung entspricht sehr gut der präventiven
Anti-CD4-Behandlung in vivo, die in diesem experimentellen Ansatz durch die Behandlung mit den
Anti-CD4 mAk RIB5/2 induzierte, erhöhte Aktivität von NF-kB zeigt ebenso wie die erhöhte TNF-
a Sekretion eine klare Parallele zum beschleunigten Ausbruch der AA nach Behandlung mit dem
Anti-CD4 mAk RIB5/2 in vivo.
 Tatsächlich spielt NF-kB eine wichtige Rolle bei der Expression proinflammatorischer
Zytokine, Akutphaseproteinen und Adhäsionsmolekülen (Übersicht in [224,228]). NF-kB ist z.B. in
großer Menge in der SM von RA-Patienten vorhanden [229] und während der AA der Ratte in der
SM bereits drei Tage nach der Immunisierung in weit stärkerem Maße als bei normalen Ratten
nachzuweisen [230]. Man konnte daneben zeigen, dass die Bindungsaktivität von NF-kB in
Kernextrakten der SM von RA-Patienten viel höher ist als bei OA-Patienten [114]. Dass NF-kB
eine wichtige Rolle innerhalb des Entzündungsprozesses spielt, zeigt der erfolgreiche Einsatz von
Inhibitoren des NF-kB-Aktivierungsweges zur Therapie von experimentellen Arthritiden. So
verringerte ein spezifischer Inhibitor der Phosphorylierung von IkB die Gelenkschwellung in der AA
der Ratte [231], und die intraartikuläre Gabe von doppelsträngigen Oligonukleotiden mit einer
Bindungsstelle für NF-kB unterdrückte in einer anderen Studie die ”flare up”-Reaktion während der
Streptokokken-Zellwand induzierten Arthritis der Ratte [232].
 Offen bleibt jedoch die Frage, ob die in der vorliegenden Studie beobachtete, durch die
Behandlung mit dem Anti-CD4 mAk RIB5/2 induzierte TNFa-Sekretion und die Stimulation des
Transkriptionsfaktors NF-kB miteinander in Zusammenhang stehen oder voneinander unabhängige
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Signale darstellen, die beide durch die Bindung des Anti-CD4 mAk RIB5/2 an das CD4-Molekül
induziert werden. Bekannt ist, dass NF-kB durch TNFa induziert wird [233], ein Prozess, der
innerhalb von wenigen Minuten abläuft [234]. Der Signalweg vom TNF-Rezeptor bis zur
Kerntranslokation des Transkriptionsfaktors ist in weiten Teilen aufgeklärt (siehe 2.2.4 und [115]).
Die Beziehungen zwischen TNFa und NF-kB sind jedoch wechselseitiger Natur, da der Promotor
für TNFa insgesamt vier kB-Bindungsstellen enthält [235,236] und die Transkription des TNFa-
Gens durch NF-kB kontrolliert wird [237]. So gibt es theoretisch zwei Möglichkeiten der reziproken
Beeinflussung. Einerseits könnte das durch RIB5/2 vermittelte CD4-Signal auf noch unbekanntem
Wege die Synthese von TNFa stimulieren, dessen Sekretion dann über den TNF-R die Aktivierung
von NF-kB auslöst, andererseits könnte das Signal direkt zur Aktivierung von NF-kB führen,
welches dann die Transkription von TNFa initiiert.
 Für eine Beteiligung des letztgenannten Weges spricht, dass eine am CD4 assoziierte p56lck
notwendig ist, um eine Kerntranslokation von NF-kB als Folge einer Kreuzvernetzung von gp120
auf CD4+-T-Zellen zu induzieren [225] und eine Hemmung der Aktivität von Tyrosinkinasen wie
p56lck durch Herbimyzin A zu einer inhibierten NF-kB-Aktivierung führt [227]. Die durch ras
eingeleitete MAPK-Kaskade (siehe Abb.4, Übersicht in [113]) scheint ebenfalls in die Aktivierung
von NF-kB involviert zu sein. Diese Hypothese wird unterstützt durch Befunde der möglichen
Aktivierung der IKK durch die MAPK/ERK Kinase-Kinase (MEKK) [238,239] und ihr Nachweis
als Bestandteil des IKKa/b-Komplexes [240]. Hinsichtlich CD4-vermittelter Signale ist dieser Weg
deshalb interessant, weil Bestandteile dieser Kaskade wie ras oder MEK und ERK als Folge einer
CD4-Kreuzvernetzung durch Anti-CD4 mAk bzw. gp120/gp160 aktiviert werden
[133,226,241,242]. Möglicherweise gibt es aber noch kürzere Wege vom CD4 zu NF-kB und
TNF-a: So sorgt z.B. in murinen MF die PTK pp60c-src, die der gleichen Familie wie p56lck
angehört, für eine TNF-a induzierte Phosphorylierung von IkBa und damit zur Aktivierung von NF-
kB, in MF von pp60c-src-/- Mäusen ist die Aktivierung von NF-kB dagegen stark reduziert [243].
Diese pp60c-src wird interessanterweise nach Befunden einer Studie von PHIPPS et al. [247] durch
die Bindung eines gp120-Peptids an das CD4-Molekül 11fach in ihrer Aktivität erhöht, so dass
dieser Weg eine Möglichkeit der NF-kB-Induktion durch CD4-vermittelte Effekte darstellen könnte.
 Durch welchen Weg die durch den Anti-CD4 mAk RIB5/2 angeregte Aktivierung von NF-
kB und die TNFa-Sekretion genau vermittelt wird, könnte man nur durch den Einsatz spezifischer
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Inhibitoren bzw. dominanter Mutanten einzelner Moleküle aufklären, was den Umfang der
vorliegenden Arbeit übersteigt.
 
 5.6 Schlussfolgerung und Ausblick
 
 In der vorliegenden Arbeit wurde gezielt nach differentiellen Effekten von Anti-CD4 mAk in vitro
auf Grund ihrer unterschiedlichen Epitopspezifität gesucht, die als Erklärung für ihre differentielle
klinische Effizienz bei der präventiven Behandlung im Arthritismodell der AA der Ratte dienen
könnten. Es zeigte sich, dass es Parallelen zwischen der klinischen Effizienz der Anti-CD4 mAk und
der differentiellen Effekte auf die Produktion von TNFa sowie die Aktivität von NF-kB gab. Die
verstärkte Induktion dieser beiden Mediatoren durch den klinisch ineffizienten Anti-CD4 mAk
RIB5/2 in vitro stellt wegen ihrer proinflammatorischen Eigenschaften eine plausible Erklärung für
den beschleunigten Ausbruch der AA nach Behandlung mit RIB5/2 dar. Weitere in vivo
Untersuchungen müssen jedoch durchgeführt werden, um die Kausalität zwischen diesen Mediatoren
und der klinischen Situation bei der Anti-CD4-Behandlung der AA der Ratte zu belegen.
 Die Untersuchung zeigt, dass verschiedene Anti-CD4 mAk generell unterschiedliche
Wirkungen auf T-Zellen haben können, die möglicherweise von dem jeweils erkannten Epitop
abhängig sind. Dieser Tatbestand erscheint auch insofern bedeutsam bei der Auswahl von mAk für
die Anti-CD4-Therapie in der humanen RA, als die voraussichtliche klinische Effizienz eines
einzelnen Anti-CD4 mAk bereits vor dem klinischen Einsatz durch in vitro Studien abgeschätzt
werden könnte. Dafür wären jedoch weitere, detailliertere Untersuchungen nötig, die den
Zusammenhang zwischen den Epitopen des CD4-Moleküls und deren spezifischen Effekten auf die
T-Zelle aufklären. Besondere Bedeutung käme dabei der ausführlichen Analyse der
Signaltransduktion des CD4-Korezeptors zu, z.B. dessen Interaktion mit bereits bekannten oder
auch unbekannten Proteinen. So wurde kürzlich von der Klonierung eines CD4-bindenden Proteins
(IT1) berichtet, das unabhängig von der CD4-assoziierten p56lck Signale in T-Zellen vermitteln kann
[244] und eine neuere Studie berichtet von einer kompetitiven Bindung von p56lck und LAT an den
CD4-Korezeptor [248]. Diese Interaktionen könnten konformationsabhängig erfolgen und deshalb
eine Ursache für differentielle Signale in T-Zellen darstellen, wie sie nach Bindung verschiedener
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